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RESUMEN 
Dictyostelium discoideum es una ameba que vive en el suelo alimentándose de 
bacterias. Las señales de ausencia de nutrientes, desencadenan un complejo programa 
morfogenético que conlleva la formación de un cuerpo fructífero con dos tipos celulares 
perfectamente diferenciados, esporas y células tallo. La diferenciación de estos dos tipos 
celulares requiere una compleja regulación de rutas de señalización en las que diferentes 
señales (AMP cíclico, DIF-1, amonio) juegan un papel clave en la especificación de un tipo 
celular u otro. El AMPc, es esencial para el inicio del proceso de diferenciación y desarrollo. 
El morfógeno DIF-1, induce la diferenciación a células tallo y reprime la formación de 
esporas. El amonio, se genera como consecuencia de la intensa actividad metabólica y actúa 
como una base débil inhibiendo la diferenciación de ambos tipos celulares y regulando el 
inicio de la  culminación (Stremcki et al., 2005; Williams, 2006).  
Este trabajo de tesis doctoral se ha basado en la caracterización genética y molecular 
de un mutante deficiente en la diferenciación de células tallo que hemos llamado, padA-. El 
mutante fue aislado a partir de una genoteca, construida mediante la técnica REMI (Kuspa y 
Loomis, 1992), por su incapacidad para inducir la expresión del gen pretallo ecmB en 
presencia de DIF-1 (Sarafimidis, 2003). El mutante termosensible padA-, recapitulado en el 
fondo silvestre, presenta una disrupción terminal en el gen padA que codifica una proteína 
truncada en la región carboxi-terminal. La proteína mantiene actividad residual a la 
temperatura óptima de crecimiento, 22ºC y carece de actividad a la temperatura restrictiva, 
27ºC. La termosensibilidad del alelo padA nos permite estudiar las funciones de un gen 
esencial para el crecimiento y desarrollo de D. discoideum.  
El fenotipo del mutante padA- es pleiotrópico, a 22ºC, el crecimiento vegetativo es 
más lento y el desarrollo presenta un retraso general. A 27ºC, las amebas mutantes no son 
capaces de crecer en medio axénico, mientras que el tipo silvestre lo hace con normalidad 
hasta 30ºC (Saito et al., 2005). A esta temperatura, el mutante presenta un bloqueo en el 
desarrollo y las pocas estructuras que consiguen superarlo, forman unas estructuras aberrantes 
que mantienen la verticalidad y recuerdan a un cuerpo fructífero, carecen de células tallo y 





  12 
El mutante padA- presenta un fenotipo deficiente en diferenciación celular y es incapaz 
de diferenciar al menos dos subpoblaciones de células tallo, la subpoblación pstA y la 
subpoblación pstAB ya que otras subpoblaciones de células tallo se diferencian 
correctamente. La diferenciación de esporas también está afectada tanto in vivo como in vitro. 
El análisis estructural in silico de la proteína PadA, así como las mutaciones puntuales 
realizadas en los dominios funcionales de la proteína, nos ha permitido demostrar que PadA 
es un miembro de la superfamilia estructural de proteínas “NAD/P-Rossman fold” y pertenece 
a la familia de las hidrógeno reductasas de cadena corta o “SDR-proteins”. Dentro de esta 
familia los homólogos más próximos a PadA se encuentran en el grupo de los reguladores 
transcripcionales negativos, representado por las proteínas Nmr1 y NmrA, identificadas y 
aisladas en Neurospora crassa y Aspergillus nidulans, respectivamente (Fu y Marzluf, 1988; 
Andrianopaulos et al., 1998).  
Tanto Nmr1 como NmrA, son co-represores transcripcionales en la ruta de represión 
por metabolito de amonio, que regula el patrón de expresión de genes del metabolismo 
primario y secundario en hongos (Wilson y Arst, 1998). La actividad de estas proteínas está 
modulada por la unión con NAD/NADP, que regula la interacción con los factores de 
trascripción tipo GATA (Stammers, 2001; Lamb et al., 2004). 
 En Dictyostelium, es la primera vez que se describen este tipo de proteínas NmrA y el 
análisis del genoma predice que existen 21 factores de transcripción tipo GATA (Eichiger et 
al., 2004). El descubrimiento de este nuevo tipo de reguladores transcripcionales en 
Dictyostelium pone de manifiesto la elevada complejidad de los mecanismos de regulación 
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ABREVIATURAS 
 
ACA   Adenylyl cyclase of aggregation; Adenilil-ciclasa de agregación. 
ALC  Anterior like cells; Células similares a las anteriores. 
AMPc  AMP cyclic; AMP cíclico. 
Amt  Ammonium transporter; transportadores de amonio. 
cAR/cRL cAMP receptor/ cAMP-like receptor; Receptor /Receptor semejante a AMPc. 
CF  Counting factor; Factor de conteo.  
CMF  Conditioned medium factor; Factor de medio condicionado. 
DAPI  4',6-diamidino-2-phenylindole; 4',6-diamidino-2-fenilindol. 
DDB  Dictyostelium database; base de datos de Dictyostelium. 
DIF  Differentiation induction factor; Factor de  inducción de diferenciación. 
Ecm  Extracellular matrix protein ; Proteínas de la matriz extracelular. 
GFP  Green Fluorescence protein; Proteína verde fluorescence. 
GPCRs G-protein coupled receptor; Receptor acoplado a proteína G. 
NAD  Nicotinamide adenine dinucleotide; Nicotín adenín dinucleótido. 
PI3K  Phosfatidylinositol-3 Kinase; Fosfatidilinositol 3 quinasa. 
PIP3  Phosfatidylinositol-3,4,5-triphosphate; Fosfatidilinositol 3,4,5,trifosfato. 
PKA  Protein-kinase A; Proteína quinasa A. 
PSF  Pre-starvation factor; Factor de pre-ayuno. 
Pst  Prestalk A/B/AO region; Región de células pretallo. 
PTEN  Phosphatase and Tensing homologue; Homólogo de Fosfatasa y tensina. 
SDR  Short Chain Dehidrogenoreductases; Hidrógeno-reductasas de cadena corta. 
SH2  Src homology type 2 domain; Dominio tipo 2 de homología a Src. 
SDS  Sodium dodecyl sulfate; Dodecil sulfato sódico 
SSC  Tri-sodium citrate; Citrato de sodio 
STATs Signal Transducer and Activators of  transcripcion factors; Factores implicados 
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GLOSARIO 
 
First finger- Estructura de desarrollo de D.discoideum. Recibe este nombre porque recuerda a 
un dedo pero se forma por la elongación de la región pretallo. 
 
Mexican hat- Estructura de desarrollo de D. discoideum. Recibe este nombre porque recuerda 
a un sombrero mexicano. En esta estructura, las células pretallo están migrando de la región 
apical a la basal y la masa de esporas se concentra en la base de la estructura. 
 
Mound- Estructura de desarrollo de D. discoideum. Recibe este nombre porque es un 
agregado o montaña de amebas. 
 
SDR proteins- Nombre que recibe la familia de proteínas del tipo hidrógeno reductasas de 
cadena corta. 
 
Slug- Estructura de desarrollo de D.discoideum. Recibe este nombre porque este estado 
morfológico es semejante al de una babosa. 
  
Slugger- Nombre que reciben los mutantes que permanecen en fase de slug durante largos 
periodos de tiempo. 
 
Streams- Fase de migración de las amebas hacia el centro de agregación, las amebas migran 
en hilera hacia el gradiente de AMPc. 
 
Tip- Región más apical de las estructuras de desarrollo de Dictyostelium y que claramente se 
identifica por la expresión de marcadores específicos.
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1.-Dictyostelium discoideum, un organismo modelo. 
 El género Dictyostelium fue aislado e identificado por Keneth Raper en 1935, en un 
estudio de flora y fauna, realizado en los suelos de los bosques de Carolina del Norte. Los 
primeros estudios descriptivos ya ponían de manifiesto la gran complejidad que un organismo 
tan sencillo parecía esconder (Raper, 1950). D. discoideum es un eucariota unicelular, 
ameboide y de un tamaño aproximado de 10 micras. Vive en el suelo alimentándose 
principalmente de bacterias y levaduras. Cuando el alimento escasea, se desencadena un 
complejo mecanismo de señalización celular basado en la detección y liberación de AMPc y 
que conlleva la agregación de miles de amebas para formar un cuerpo fructífero, compuesto 
por un tallo de celulosa que soporta una bolsa de esporas. El tallo está formado por células 
muertas, vacuolizadas y con una pared de celulosa que confiere rigidez a la estructura. Las 
esporas, son la principal estructura de resistencia y permiten la supervivencia de la especie 
ante condiciones adversas (revisado en Escalante y Vicente, 2000).  
 
La posición filogénetica de Dictyostelium, siempre se ha visto envuelta en una gran 
controversia ya que los estudios clásicos de taxonomía, basados únicamente en la descripción 
de caracteres morfológicos, incluían a este género dentro del reino de los hongos (Loomis y 
Smith, 1995; Baldauf y Doolitle, 2000). Gracias a la llegada de la biología molecular y la 
secuenciación del genoma, el género Dictyostelium se puede clasificar como un grupo 
monofilético, independiente de plantas, hongos y metazoos y denominado Eumycetozoa. Se 
separó del tronco común de los hongos-metazoa después de la divergencia de las plantas 
(Figura I-1; Eichiger et al., 2005).  
 
D. discoideum es un organismo haploide y su genoma tiene un tamaño de 34 Mb. 
Tiene 6 cromosomas y se ha estimado que contiene información para unos 12.500 genes. Es 
extremadamente rico en los nucleótidos adenina y timidina que constituyen un 78 % del 
genoma y este porcentaje disminuye hasta el 60 % en las regiones codificantes. Otra de las 
características del genoma de Dictyostelium es que presenta gran cantidad de repeticiones del 
triplete de nucleótidos AAC en las regiones codificantes, lo que da lugar a proteínas con 
largas colas de asparaginas, glutaminas o treoninas. Se desconoce el papel que juegan estas 
repeticiones en la función de las proteínas que las contienen (Eichiger et al., 2005). Los genes 
que codifican para los ARN ribosómicos 26S, 17S y 5S, se localizan en un elemento 
extracromosómico de 88 Kb del que existen aproximadamente 100 copias por núcleo.  
Introducción 
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El genoma mitocondrial de Dictyostelium tiene un tamaño de 55 kb con un contenido 
en A+T del 73%. Todas las características del genoma fueron publicadas en la revista Nature 





Figura I-1. Filogenia basada en la comparación del proteoma de Dictyostelium con el de 17 familias 
de eucariotas. Las longitudes de cada rama se dan en Darwins (1 Darwin =1/2,000 de divergencia 
entre Sacharomyces cerevisiae y humanos). Figura obtenida de Eichiger et al. (2005). 
           
Los análisis informáticos del proteoma, corroboran la posición filogenética de 
Dictyostelium ya que la comparación de dominios funcionales con los de hongos y metazoa, 
muestra una elevada similitud. Dictyostelium tiene proteínas que se creían específicas de 
metazoa y que están implicadas en numerosos procesos celulares (Bapteste et al., 2000; 
Eichiger et al., 2004). Por ejemplo, las proteínas implicadas en adhesión y comunicación 
celular tipo β-catenina, α-catenina, miosina VII, importantes en comunicación y señalización 
celular en eucariotas superiores, están conservadas en Dictyostelium, formando parte del 
citoesqueleto (Coates et al., 2002). Los receptores de membrana acoplados a proteína G 
(GPCRs), presentes en Dictyostelium y mejor estudiados, son los receptores cAR/cRL, 
implicados en la señalización mediada por AMPc (revisado en Strmecki et al., 2005). La 
secuenciación completa del genoma ha permitido identificar otros 48 receptores putativos del 
tipo GPRCs de los cuales 43, se pueden incluir en las familias de receptores de 
Glutamato/GABA o en la familia de receptores frizzled/smoothened (Anjard y Loomis, 2006), 
hasta el momento solo descritas en metazoa.  
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Un regulador clave de los procesos de diferenciación celular en metazoa es la proteína 
quinasa GSK3, que también tiene su homólogo en Dictyostelium, la proteína GSKA (Schidle 
et al., 2004). Esta proteína además de tener un papel regulador durante el desarrollo, controla 
la diferenciación de los principales tipos celulares; esporas y células tallo. 
Otras proteínas reguladoras perfectamente conservadas en Dictyostelium, son las 
proteínas STATs. En mamíferos, actúan como reguladores transcripcionales al final de la ruta 
de señalización de citoquinas y factores de crecimiento. Las proteínas STATs tienen un 
dominio SH2 y un dominio de fosforilación con una tirosina perfectamente conservada. Se 
activan por homo o heterodimerización que se desecadena cuando la tirosina es fosforilada 
por un miembro de la familia de proteínas Janus quinasa (revisado en Imada y Leonard, 
2000). En Dictyostelium, las proteínas STATs tienen un dominio SH2 y un motivo de 
fosforilación con una tirosina, pero los mecanismos de activación tienen que ser diferentes 
porque no se han identificado proteínas del tipo Janus quinasas en el genoma de 
Dictyostelium, lo cual sugiere una posible adaptación de este mecanismo de señalización en 
organismos superiores. En Dictyostelium, estas proteínas juegan un papel clave en las 
diferentes etapas del desarrollo. Se han identificado 3 proteínas STATs, dos de las cuales 
regulan la diferenciación de células tallo, STATa y STATc (Mohanthy et al., 1999; Araki et 
al., 2003). STATb, la única con un dominio SH2 aberrante, controla la expresión génica 
durante el crecimiento vegetativo y las primeras etapas del desarrollo (Zhuzoskaya et al., 
2004). 
 Sorprendentemente, los análisis del genoma revelan que el número de proteínas con 
dominios de unión a ADN perfectamente conservados en otros organismos, es muy bajo para 
el tamaño del genoma (34 Mb), lo que quiere decir que un gran número de estos factores 
tienen que ser nuevos y presentar dominios de unión a ADN no descritos hasta el momento, 
como por ejemplo cudA, un factor de transcripción que presenta un nuevo dominio de unión a 
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 Dictyostelium es un excelente modelo para el estudio de enfermedades humanas ya 
que genes implicados en cáncer, trastornos neurobiológicos, malformaciones, alteraciones del 
sistema inmune, enfermedades metabólicas, cardiovasculares o renales, tienen su homólogo 
en este organismo. Las aproximaciones que se están realizando en este campo permitirán 
identificar las bases moleculares de algunas de estas enfermedades (Eichiger et al., 2004; 
Torija et al., 2006).   
Este organismo, es un excelente sistema para estudios farmacogenéticos ya que la 
elevada conservación de rutas de señalización permite utilizar a Dictyostelium como modelo 
de estudio de los mecanismos de acción de drogas, permitiendo el abordaje molecular o 
bioquímico de una forma más sencilla que en células o ratones (Williams et al., 2006). Por 
ejemplo, algunos de los estudios realizados en este campo han permitido identificar las bases 
moleculares del mecanismo de acción del litio, utilizado en tratamientos de enfermedades 
neurobiológicas como migrañas o trastorno bipolar (Adley et al., 2006; Boeckler et al., 2006). 
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2.-Ciclo de vida. 
2.1.-Fase unicelular. 
Durante la fase unicelular, Dictyostelium permanece en estado ameboide dividiéndose 
por mitosis. En medio sólido, las amebas se alimentan de bacterias o levaduras mediante 
fagocitosis, mecanismo que comparte muchas semejanzas con el del sistema inmune de 
vertebrados, lo cual apunta a la evolución de un mecanismo basado únicamente en la 
alimentación a un mecanismo especializado en la protección y defensa (revisado en Escalante 
y Vicente, 2000). En el laboratorio, las amebas crecen en medio líquido, englobando grandes 
cantidades de medio mediante pinocitosis proceso que nunca ocurre en la naturaleza (Watts y 
Ashworth, 1970). Otra característica fundamental de la fase unicelular es la motilidad celular 
y la quimiotaxis, las amebas son capaces de moverse rápidamente en respuesta a un gradiente 
quimiotáctico. Los principales agentes quimiotácticos son el folato, secretado por las bacterias 
y que permite la detección de las mismas, y el AMPc, esencial durante todo el proceso 
morfogenético. La motilidad y la capacidad de respuesta ante los estímulos externos se debe a 
la rápida reorganización del citoesqueleto (revisado en Escalante y Vicente, 2000). 
 
2.2.-Fase pluricelular. 
Cuando las amebas detectan la falta de nutrientes se desencadena un complejo 
mecanismo de señalización, basado en la liberación y detección de AMPc que conlleva la 
agregación de unas 105 células. Este proceso está altamente regulado y comienza antes de que 
el agotamiento de los nutrientes sea total, mediante la secreción de una glicoproteína llamada 
“pre-sarvation factor”, PSF, que actúa como sensor del estado nutricional, permitiendo el 
crecimiento vegetativo o desencadenando el desarrollo multicelular. Cuando el alimento 
comienza a agotarse, se produce un incremento en la secreción de PSF que controla la 
expresión de uno de los genes más importantes en la agregación, el receptor de AMPc, “cyclic 
AMP receptor 1”, cAR1 (revisado en Maeda, 2005).  
Otra característica esencial para el inicio de la agregación es la densidad celular, una 
baja densidad celular dará lugar a cuerpos fructíferos de pequeño tamaño y con pocas esporas, 
en cambio, una densidad celular elevada dará lugar a cuerpos fructíferos de gran tamaño que 
colapsarán en el sustrato porque el tallo no ofrece la resistencia adecuada. Para que la 
estructura final tenga las proporciones adecuadas, Dictyostelium secreta unos factores 
llamados “conditioned medium factors”, CMFs, que controlan la densidad celular durante el 
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crecimiento (Clarke y Goomer, 1994; Yuen y Goomer, 1995). Además existe otro mecanismo 
de control que asegura que el numero de células en los cuerpos fructíferos es el correcto y está 
mediado por un grupo de proteínas que reciben el nombre de “counting factors”, CFs. Estos 
factores regulan la cantidad de amebas que forman parte de los agregados (Gao et al., 2004).  
Una vez que comienza la agregación, las amebas comienzan a emitir ondas de AMPc 
con un periodo de 6 minutos. El AMPc, es detectado por las células vecinas que van a 
responder polarizándose y orientándose hacia la célula que ha emitido la primera onda. Las 
células receptoras emiten una nueva onda de AMPc, permitiendo la amplificación de la señal 
que llega hasta las células más lejanas. De esta forma, las amebas se polarizan y migran hacia 
el centro de agregación formando largas hileras de amebas que reciben el nombre de 
“streams” (Figura I-2; revisado en Escalante y Vicente, 2000). 
Molecularmente, la quimiotaxis hacia el AMPc comienza con la llegada de la 
molécula de AMPc y la activación del receptor cAR1. La interacción con el receptor, provoca 
la disociación de la subunidad α y βγ de la proteína G, y la consecuente activación de la 
proteína quinasa, PI3K. La activación de esta quinasa se produce de forma diferencial, en la 
parte anterior de la célula, se genera un incremento de fosfoinositol tri-fosfato, PIP3, que 
dispara una serie de cambios en el citoesqueleto: polimerización de actina e inhibición de la 
polimerización de miosina II. En cambio, en la parte posterior de la célula. los niveles de 
PIP3, se mantienen bajos gracias a la presencia de la fosfatasa PTEN, que actúa inhibiendo 
principalmente la polimerización de actina. El gradiente de PIP3 es necesario para que el 
citoesqueleto se reorganice y las células migren en dirección al gradiente de AMPc (revisado 
en Van Haastert y Devreotes, 2004).  
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Una vez que las amebas se han agregado (Figura I-3 y 4), entre 8 y 10 horas después 
del inicio del ayuno, forman una estructura semejante a una montaña, llamada “loose mound” 
(Figura I-3 y 4). Esta estructura se compacta ya que se recubre de polisacáridos y celulosa que 
son secretados por las propias células y que confieren rigidez y protección al agregado, 
momento en el cual recibe el nombre de “mound” (Figura I-3 y 4). Durante esta fase, el 
destino de cada uno de los tipos celulares ya está determinado y las diferentes subpoblaciones 
de células presentan movimientos diferenciales en función de los gradientes internos de 
AMPc, DIF-1 y amonio (Fei et al., 2001; Williams, 2006). 
 Las células pretallo que formarán el futuro tallo, migran a la región apical del 
“mound”, para formar el “tip” u organizador (Raper, 1950). Esta estructura es una fuente 
importante de señales y es esencial para dirigir los futuros movimientos de las células 
pretallo. Si el “tip” es eliminado, las células se reorganizan rápidamente para formar uno 
nuevo e inhiben la formación de otros en la misma estructura (Raper, 1950). El “tip” se 
elonga formando una estructura llamada “first-finger” (Figura I-3 y 4) que presenta un patrón 
de diferenciación celular antero-posterior que se mantiene hasta el inicio de la culminación.  
En función de las condiciones del medio, pH, humedad y luz, el “first-finger” colapsa 
en el sustrato y forma una estructura semejante a una babosa o “slug” (Figura I-3 y 4) que 
bien migra si las condiciones para la culminación no son las adecuadas o bien inicia la última 
etapa de desarrollo, la culminación. Las células de la región del “tip” del slug controlan la 
decisión de migrar o culminar (Smith y Williams, 1980) y dirigen la fototaxis en el “slug” 
(revisado en Fisher, 1997). 
Si las condiciones del medio favorecen la culminación, los “slugs” dejan de migrar y 
comienzan los procesos que conllevan a la diferenciación celular terminal. Las células pretallo 
localizadas en la región más anterior del “slug”, inician la migración a través de la región 
preespora hasta contactar con el sustrato, periodo en el que se forma una estructura llamada 
“mexican hat”, porque recuerda a un sombrero mexicano, las células tallo se localizan en la 
parte superior de la estructura mientras que las células preespora están situadas en la parte 
inferior. 
 Una vez que se ha producido el contacto con el sustrato, el tallo comienza a erigirse 
sobre el sustrato formando una estructura llamada culminante temprano que tiene un tallo 
perfectamente definido. Una vez que se produce la maduración de las células tallo, que 
implica vacuolización y muerte celular, la masa de esporas alcanza la parte superior del tallo y 
el cuerpo fructífero queda perfectamente constituido. Las esporas una vez maduras, están 
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preparadas para ser esparcidas a otro lugar en el que las condiciones para la supervivencia 
sean mejores, permitiendo de esta manera el mantenimiento del ciclo (ciclo de vida revisado 
en Kessin, 2002; ver figuras I-3 y 4). 
 
 
                                         
         Figura I-3. Esquema del ciclo de vida de D. discoideum obtenido en www.dictybase.org. 
. 
La culminación es un proceso complejo que requiere coordinación entre los procesos 
de migración celular y diferenciación celular. En esta coordinación están implicadas varias 
rutas de señalización intracelulares. Una de las proteínas clave durante este proceso es la 
proteín quinasa dependiente de AMPc, PKA. En Dictyostelium, al igual que en otros 
organismos, la acción del AMPc intracelular está mediada por esta proteína que es 
fundamental durante todo el proceso morfogenético. Los mutantes en los que no hay actividad 
de esta proteína, no son capaces de agregar (Harwood et al., 1992) mientras que las cepas que 
sobreexpresan la subunidad catalítica de esta proteína se desarrollan mucho más rápido que el 
tipo silvestre y originan esporas precozmente (Mann et al., 1994).   
Los niveles de AMPc intracelulares controlan la decisión entre migrar y culminar. El 
AMPc intracelular tiene que aumentar al inicio de la culminación ya que es necesario para la 
activación de la PKA (Hopper y Williams, 1994). La activación de la PKA depende entre 
otros factores de la actividad de la fosfodiesterasa dependiente de AMPc, RegA (Shaulsky et 
al., 1998). RegA se activa por fosforilación en el dominio regulador que contiene un aspartato 
como diana. Algunas proteínas del tipo histidin-quinasas como DhkC, DhkA, DhkB que 
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responden a diferentes estímulos, están implicadas en la activación de RegA (revisado en 
Stremcki et al., 2005).                                       
            
 
                                                                      
 
Figura I-4. Estados morfológicos del desarrollo de Dictyostelium discoideum. Tras la agregación se 
forman los “mound”. Cuando se forma el “tip”, se elonga y se forma una estructura llamada “first 
finger” que, o bien colapsa en el sustrato formando un “slug” que migra durante un tiempo, o bien 
inicia la culminación con la formación de una estructura llamada “mexican hat” que se transforma en 
un cuerpo fructífero, tras estados morfológicos intermedios que reciben el nombre de culminantes 
tempranos. La fotografía fue realizada con microscopía electrónica por R.Lawrence Blaton y Mark 
Grimson, Texas Tech University y se encuentra accesible en www.dictybase.org. 
“mound” “first finger” “slug” 
“mexican hat” 
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3.-Diferenciación celular. 
Dictyostelium discoideum posee 2 tipos celulares mayoritarios: esporas y células tallo. 
Las esporas son las estructuras de resistencia que permiten la supervivencia de la especie 
durante largos periodos de tiempo y forman el sorocarpo o bolsa de esporas que se situará en 
el ápice del tallo. Las células tallo son células muertas, altamente vacuolizadas y con una 
pared celular compuesta de celulosa. Además de formar el tallo, constituyen el disco basal, 
esencial para el anclaje al sustrato y el soporte de toda la estructura. La proporción de tipos 
celulares se mantiene constante independientemente del número de células que forman el 
agregado, el 20% de las células del agregado se diferencian a células tallo mientras que el 
80% restante de las células forman las esporas. La proporción de tipos celulares mantiene un 
patrón antero-posterior claramente definido desde estadios muy tempranos. La mejor 
estructura para estudiar la formación de los distintos tipos celulares es el “slug” (Figura I-4). 
En esta fase del desarrollo, las células pretallo ocupan la región más anterior del “slug”, 
mientras que las células preespora se localizan en el resto del “slug” (Figura I-5, revisado en 
Williams, 2006). Estudios recientes con microarrays e hibridaciones in situ, muestran que la 
complejidad de la región pretallo es mayor de lo esperado y nuevas subpoblaciones de células 
pretallo que se localizan en la regiones pstO y pstA, están empezando a ser descritas (Maeda 
et al., 2003; Yamada et al., 2005; Fukuzawa y Williams, 2000). 
3.1.-Anatomía de la región pretallo. 
La región pretallo se tiñe con colorantes vitales como el rojo neutro, que permite la 
visualización de las células pretallo, migrando a través de la región preespora hasta formar el 
tallo durante la culminación. Una de las primeras subpoblaciones de células pretallo que es 
posible observar, la constituyen las ALCs (Figura I-5). Esta subpoblación, se localiza de 
forma dispersa por toda la región preespora y durante la culminación se diferenciará a células 
tallo, formando parte de las regiones inferior y superior del sorocarpo, aportando rigidez a la 
estructura final. Las poblaciones de células pretallo, pstA, pstO, pstB y pstAB (Figura I-5) 
fueron inicialmente identificadas gracias al estudio de las regiones promotoras de los genes 
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El análisis de la región promotora del gen ecmA fusionado a la proteína reportera 
LacZ, puso en evidencia la existencia de dos regiones promotoras capaces de dirigir la 
expresión diferencial del gen. La región más proximal del promotor del gen ecmA dirige la 
expresión del gen en la parte más anterior del “slug”, la región pretallo A o pstA (Early et al., 
1993). La región más distal de este promotor dirige la expresión del gen en la región pretallo 
posterior, la región pretallo O o pstO. El gen ecmA también se expresa en las ALCs (Early et 
al., 1993).  
 La fusión del promotor del gen ecmB a la proteína reportera LacZ, permitió identificar 
otras dos subpoblaciones de células pretallo, la subpoblación pstAB y la subpoblación pstB 
(Ceccarelli et al., 1991; Jermyn y Williams, 1991). La subpoblación pstAB (Figura I-5) se 
diferencia justo antes del inicio de la culminación y se localiza formando un cono en el 
interior de la región pretallo pstAO (Jermyn et al., 1989). Esta subpoblación de células tallo 
deriva de algunas células pretallo de la región pstA, que reprimen la expresión del gen ecmA y 
comienzan a expresar el gen ecmB, razón por la cual reciben el nombre de población pstAB 
(Jermyn y Williams, 1991). El cono de células pstAB, marca el punto por el cual se iniciará la 
migración de las células pstA para formar el tallo. Durante la culminación, las células pstA se 
diferenciarán a células pstAB que se vacuolizan y mueren para formar el tallo. La 
subpoblación de células tallo pstB, formará parte de las regiones interior y exterior del disco 




                                      
Figura I-5. Distribución y organización de las células pretallo. Las diferentes subpoblaciones de 
células tallo están representadas con diferentes colores; ALC (naranja), subpoblación pstA (azul), 
subpoblación pstO (naranja), células del “tip” (negro). La subpoblación pstAB (azul claro) y pstB 
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En la región pretallo se ha descrito una población de células tallo con función 
específicas en el inicio de la culminación. Las células pretallo que forman parte de esta región 
o “tip” se caracterizan por la expresión de la proteína CudA (Fukuzawa et al., 1997). CudA es 
un factor de transcripción que se localiza en el núcleo de las células pretallo del “tip” y en las 
células preespora (Yamada, 2007). La proteína CudA, regula la decisión entre migrar o 
culminar y los mutantes que no presentan expresión de este gen permanecen en estado de 
“slug” durante largos periodos de tiempo y no son capaces de culminar bajo ninguna 
circunstancia (Fukuzawa et al., 1997). 
 
4.-Factores extracelulares que controlan la diferenciación celular. 
4.1.-DIF-1.  
DIF-1, es una alquil fenona clorada que induce la diferenciación de células pretallo en 
ensayos de diferenciación in vitro (revisado en Kay et al., 1999). DIF-1, es producido por las 
células preespora y degradado por las células pretallo (Thompson y Kay, 2001). La 
concentración de DIF-1 en el “slug”, está controlada por la enzima DIF-1 declorinasa 
(DIFase) que cataliza la inactivación de DIF-1 (Kay, 1992). DIF-1, induce la diferenciación a 
células tallo (Kay, 1987) y está implicado en la activación de los genes ecmA y ecmB, in vivo 
(Williams et al., 1987) e in vitro (Serafimidis y Kay, 2005). 
 El paso final en la biosíntesis de DIF-1, está mediado por la acción de una 
metiltransferasa que añade un grupo metilo al anillo aromático. El mutante dmtA-, carece de 
esta enzima y es incapaz de producir DIF-1. La expresión del gen ecmA está alterada en el 
mutante dmtA-, no hay expresión del gen en la región pstO aunque la expresión en la región 
pstA sí es correcta (Thompson y Kay, 2000). Estos resultados sugieren que el promotor del 
gen ecmA está regulado de manera diferente en la región proximal y en la distal, de manera 
que la diferenciación de las células pretallo de la región pstO es dependiente de DIF-1, 
mientras que la diferenciación de las células tallo de la región pstA no depende de la 
presencia de DIF-1. Los mecanismos que controlan la diferenciación de la región pstA no se 
conocen, pero estudios recientes sugieren que otro factor semejante a DIF-1 podría actuar 
como inductor (Serafimidis y Kay, 2006). 
 La situación se vuelve más compleja cuando se analizan otros marcadores específicos 
de la región pstO (Maeda et al., 2003). DIF-1 es esencial para la represión de la diferenciación 
a esporas y es necesario para la correcta diferenciación de la región pstO, pero no es 
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suficiente, ya que hay otros genes específicos de la región pstO que no son inducibles por 
DIF-1, lo cual sugiere de nuevo que deben existir otras señales que por el momento se 
desconocen y que controlan la diferenciación de células tallo en ausencia de DIF-1 (revisado 




El AMPc es esencial durante todo el ciclo de vida de Dictyostelium. En presencia de 
AMPc se induce la diferenciación a esporas (Kay, 1982), sin embargo, también actúa como 
regulador de la diferenciación de células tallo (Berks y Kay, 1988). El papel regulador del 
AMPc en la diferenciación celular se debe a que controla la activación de las proteínas  GskA 
(Schindle et al., 2004) y DdSTATa (Araki et al., 1998), reguladores de la diferenciación 
celular y el desarrollo en Dictyostelium y todos los metazoa. 
Durante la agregación, concentraciones nanomolares de AMPc, son secretadas al 
medio y son detectadas con diferente afinidad por los receptores de AMPc, cAR1-cAR2-
cAR3 y cAR4 (Ginsburg et al., 1995). La afinidad de cada uno de estos receptores por el 
AMPc, modula la diferenciación de un tipo celular u otro ya que controlan la activación de la 
proteína quinasa GskA (Schidle et al., 2004). Esta proteína es un homólogo de la proteína de 
metazoa GSK3, un regulador central del desarrollo (Cohen y Frame, 2001). En Dictyostelium, 
la proteína GskA controla la diferenciación celular y también juega un papel clave en la 
regulación de los eventos tempranos del desarrollo (Stremcki et al., 2007). La interacción del 
AMPc con el receptor cAR3 (Plyte et al., 1999) promueve la fosforilación de la proteína 
quinasa, Zak1, que se fosforila y activa a la proteína quinasa GskA, induciendo la 
diferenciación de esporas (Kim et al., 1999). En cambio, la interacción con el receptor cAR4 
promueve la activación de fosfatasas de tironas y por lo tanto la inactivación de GskA, lo cual 
reprime la diferenciación de células tallo (Kim et al., 2000).  
Durante el desarrollo, el incremento de la concentración de AMPc extracelular  en la 
región del “tip” activa a la proteína adenil ciclasa A, ACA, responsable de la activación de la 
proteína DdSTATa (Verveke-van-wijk et al., 2001) que se transloca al núcleo en las células 
pretallo de la región del “tip” (Araki et al., 1998). La localización nuclear de DdSTATa activa 
la expresión de la proteína nuclear CudA (Fukuzawa y Williams, 2000), necesaria para la 
expresión de otros genes implicados en la diferenciación de las regiones pstA y pstAB 
(Yamada, 2007). 
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4.3.-Amonio. 
El amonio se genera en grandes cantidades durante el desarrollo, ya que la principal 
fuente de energía se obtiene de la degradación de proteínas. El amonio actúa como una base 
débil, provocando la acidificación de los compartimentos intracelulares (revisado en Gross, 
1994). Cuando hay un exceso de amonio intracelular, la activación transitoria de la ACA se 
mantiene reprimida provocando una disminución de los niveles intracelulares de AMPc que 
no son suficientes para la activación de la PKA, por lo que la culminación permanece 
bloqueada (Williams, 1984). 
Los mutantes que permanecen en estado de “slug” durante periodos de tiempo muy 
largos son llamados “sluggers” (Sussman et al., 1970) y sólo consiguen culminar cuando se 
aplica un cóctel enzimático que reduce específicamente la cantidad de amonio en el medio 
(Schindler y Sussman, 1977). Estudios más recientes realizados en los mutantes “sluggers” 
han permitido comprobar que estos no acumulan cantidades de amonio elevadas, pero el 
desarrollo es hipersensible a la adición de amonio extracelular tanto en la agregación como en 
la culminación, momentos en los que la actividad de la PKA es fundamental (revisado en 
Gross, 1994). Por esta razón, es necesario que los niveles de amonio intracelulares se 
mantengan bajos durante todo el desarrollo. Todos los efectos observados en presencia de 
amonio, son mimetizados por otras bases débiles como el imidazol o la cloroquina, aunque su 
efecto depende en mayor o menor medida de la potencia de la base (Davies et al., 1993). 
Dictyostelium posee tres genes implicados en el transporte de amonio y son los genes 
amtA, amtB y amtC (“ammonium transporten genes A, B, C”). Estos genes se expresan en 
crecimiento y desarrollo y podrían actuar regulando la entrada o salida de amonio o como 
sensores de la cantidad de amonio intra o extracelular (Follstaedt et al., 2003). El mutante 
deficiente en la expresión del gen amtC permanece bloqueado en fase de “slug” y es incapaz 
de culminar probablemente porque no hay expresión de CudA en las células pretallo de la 
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5.-Regulación transcripcional de la diferenciación a células tallo. 
Gracias a la facilidad para realizar mutagénesis y genética reversa en Dictyostelium, 
durante los últimos años algunos factores de transcripción de la ruta de señalización mediada 
por  DIF-1 e implicada en la diferenciación de la región pretallo han sido identificados. 
 DimA y DimB (Thompson et al., 2004; Huang et al., 2006; Zhuzoskaya et al., 2006) 
son factores de transcripción que pertenecen a la familia de factores de transcripción tipo 
cremallera de leucina (bZip) y están implicados en la activación de la expresión del gen ecmA. 
El mutante dimA-, presenta una región pretallo muy pequeña en la que la región pstO está 
ausente. En ensayos de diferenciación celular in vitro, sólo se diferencia a esporas, incluso en 
presencia de DIF-1 (Thompson et al., 2004). El factor de transcripción DimB, se acumula en 
el núcleo de las células pretallo al añadir DIF-1 y se une a dos regiones diferentes del 
promotor del gen ecmA (Zhukovskaya et al., 2006). El factor de transcripción DimA, también 
se transloca al núcleo en presencia de DIF-1, aunque no se ha demostrado que DimA 
interaccione específicamente con el promotor del gen ecmA. Es posible que forme parte del 
complejo de transcripción ya que dimeriza con DimB (Huang et al., 2006). En los mutantes 
dimA- y dimB-, no hay inducción del gen ecmA, lo cual sugiere que ambos factores están 
regulados por DIF-1. 
 Estos factores de transcripción no actúan solos ya que necesitan la presencia de otro 
factor de transcripción, MybE (Fukuzawa et al., 2006). Este factor de transcripción tiene un 
dominio de unión a ADN que pertenece a la familia factores de transcripción SHAQKY, 
únicamente descritos en plantas (Jin y Martin, 1999). MybE fue aislado mediante 
cromatografía de afinidad utilizando como cebo la región más distal de la zona proximal del 
promotor del gen ecmA. Esta región de 22 nucleótidos del promotor del gen ecmA es 
necesaria para la unión de MybE, en respuesta a DIF-1 (Fukuzawa et al., 2006). MybE se 
expresa en todas las células pretallo del tipo silvestre, sin embargo el mutante mybE-, no 
presenta inducción del gen ecmA y la expresión in vivo del marcador 4x22mer:lacZ 
(multímero de la región de 22 nucleótidos) queda confinada únicamente a la región pstA. 
Estos resultados indican que MybE es necesario para la correcta diferenciación de las células 
tallo pstO así como para la inducción del gen ecmA en presencia de DIF-1. De nuevo estos 
datos sugieren que DIF-1 es necesario para la diferenciación de la región pstO, pero no tiene 
ningún efecto sobre la región pstA (revisado en Williams, 2006).  
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6.-NmrA y factores GATA. 
Las proteínas tipo NmrA, pertenecen a la superfamilia estructural de las proteínas 
“NAD/P-Rossman fold”. Se engloban dentro del grupo de las oxidoreductasas dependientes 
de tirosina o también llamadas hidrógeno reductasas de cadena corta, “SDR-proteins” 
(Jornvall et al., 1995). Las “SDR-proteins” se caracterizan por presentar en la región N-
terminal un dominio estructural “Rossman fold”, con dos motivos estructurales 
característicos, un dominio implicado en la interacción con dinucleótidos y otro dominio 
necesario para la actividad enzimática de la proteína. El dominio catalítico, dependiente de un 
residuo del residuo de tirosina presente en la secuencia TyrXXXLys, está conservado en todas 
las proteínas de la familia con actividad enzimática. La cristalización de la proteína NmrA 
(Stammers et al, 2001) permitió comprobar que aunque se mantiene la estructura 
tridimensional “Rossman fold”, se ha perdido la tirosina implicada en la actividad enzimática, 
adquiriendo un papel regulador como en el caso de las proteínas tipo NmrA. 
Los miembros de este grupo mejor estudiados son la proteína NmrA aislada e 
identificada en Aspergillus nidulans y la proteína Nmr1 aislada en Neurospora crassa (Fu y 
Marzluf, 1988; Andrianopaulos et al., 1998). En hongos, donde mejor se han caracterizado 
este tipo de proteínas, se ha demostrado que están implicadas en la represión por metabolito 
de amonio, lo que significa que en presencia de fuentes preferentes de nitrógeno como 
amonio o glutamina, las rutas para el consumo de fuentes alternativas de nitrógeno se 
mantienen reprimidas (Fu y Marluf, 1990; Young y Marluf, 1991; Andrianopaulos et al., 
1998).  
La resolución de la estructura de NmrA (Stammers et al., 2001), ha permitido 
demostrar que la actividad de NmrA está modulada por la interacción con el cofactor NAD. 
Además NmrA, es capaz de discriminar entre formas oxidadas y reducidas del cofactor, 
sugiriendo un posible papel como sensor del estado redox de las células (Lamb et al., 2004).  
La función reguladora de NmrA se establece mediante la interacción con el factor de 
transcripción AreA, identificado en A. nidulans (Hynes, 1975) y que tiene un dominio de 
unión a ADN tipo GATA. En N. crassa, el regulador Nmr1 interacciona con el factor de 
transcripción Nit-2, que también posee un dominio de unión a ADN tipo GATA. Ambas 
interacciones se han demostrado genéticamente, con mutaciones puntuales que abolen la 
interacción entre las proteínas y molecularmente en el sistema de doble híbrido en levaduras 
(Fu y Marzluf, 1990; Kudla et al, 1990).  
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El factor de transcripción AreA, además de su papel fundamental en la activación de 
genes implicados en el metabolismo del nitrógeno (Wilson y Arst, 1998) está implicado en la 
remodelación de cromatina (Muro-Pastor et al., 1999). Los factores de trascripción GATA, 
pueden actuar como activadores o represores de la transcripción y se han descrito en plantas, 
hongos y metazoos. 
En metazoos, los factores GATA se han identificado en procesos de diferenciación 
celular, en vertebrados la diferenciación de la línea eritroíde está mediada por los factores de 
transcripción GATA-1 y GATA-3 y en C. elegans, la diferenciación de la línea celular del 
endodermo está controlada por factores GATA (Pevny et al., 1995; Clarke y Berg, 1998). En 
hongos los factores GATA, se han descrito como represores en la síntesis de sideróforos o 
activadores transcripcionales en procesos inducidos por luz, entre otros (revisado en 
Scazzocchio, 2000).  
En el genoma de Dictyostelium, existen 21 posibles factores de transcripción GATA y 
hasta la fecha sólo se ha descrito uno que tenga un papel en diferenciación celular (Chang et 
al., 1996). El mutante, stkA-, recibió el nombre de “Stalky” porque todas las células se 
diferencian a células tallo y nunca se observa diferenciación a esporas, ya que no hay 
acumulación de spiA, factor de transcripción necesario para la maduración de las esporas. 
Esto puede ser debido a que la ruta de diferenciación a esporas permanece constantemente 
inhibida o que la diferenciación a células tallo está permanentemente activada (Chang et al., 
2006). En un estudio preliminar de posibles genes regulados por StkA, se comprobó que 
algunos de los genes  que no se están expresando en este mutante, están relacionados con los 
mecanismos de diferenciación a esporas (Loughran et al., 2000).  
Recientemente, otra proteína perteneciente al grupo de las proteínas NmrA, HSGARG, 
ha sido identificada en mamíferos (Zheng et al., 2007). La proteína HSGARG actúa en la ruta 
de síntesis del óxido nítrico, una de las principales rutas de señalización implicadas en 
apoptosis.
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1.-Organismos utilizados. 
1.1.-Dictyostelium discoideum.  
Durante este trabajo se ha utilizado la cepa silvestre de Dictyostelium discoideum, 
AX2 (Watts y Ashworth, 1970) procedente del laboratorio del Profesor Rob Kay (MRC, 
Cambridge, UK). Las esporas absorbidas en un gel de sílice y almacenadas a 4ºC, se emplean 
para renovar la cepa una vez al mes. La recapitulación del mutante padA- y todas las cepas 
construidas en este trabajo se realizaron sobre este fondo silvestre. 
1.2.-Klebsiella aerógenes. 
Cultivos saturados de Klebsiella aerógenes se mantienen en medio líquido, SM a 4ºC 




Vectores obtenidos directamente en “Dictyostelium Stock Centre”, dirigido por Jakob 
Franke y Richard Kessin. Departamento de Patología y Biología celular. Universidad de 
Columbia (USA). 
 pspA:lacZ - Dinggermann et al., 1989.   
ecmAO:lacZ - Early et al., 1993.  
ecmA:lacZ - Early et al., 1995.  
ecmO:lacZ - Early et al., 1993.  
ecmB:lacZ - Jermyn et al., 1991.  
carB:lacZ  - Saxe et al., 1995.  
pDd63 - Early et al, 1993. 
pDd65 - Early et al, 1993. 
 
Vectores proporcionados por colaboradores científicos. 
4x22mer:lacZ- Zhuzoskaya et al., 2006. Profesor Jeffrey Williams. School of Life Siciences. 
University of Dundee (UK). 
pdDGal17- Dr. Ricardo Escalante. I.I.B. “Alberto Sols”. UAM/CSIC Madrid. 
pdX-GFP- Dr. Ricardo Escalante. I.I.B.  “Alberto Sols”. UAM/CSIC Madrid. 
pDXA3C- Profesor Rob Kay. MRC. Cambridge (UK). 
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Vectores diseñados específicamente para el estudio del fenotipo mutante. 
padA:lacZ- La región promotora del gen padA (-650 +1) se amplificó mediante PCR con la 
pareja de oligonucleótidos TS51/88 y se clonó como un fragmento EcoRI/BglII en el 
plásmido pdDGal17.  
A15:padA- La secuencia genómica del gen padA (1185 pares de bases) se amplificó mediante 
PCR con la pareja de cebadores TS39/TS40 y se clonó como un fragmento SacI/XhoI, en el 
plásmido pdXA-3C.     
A15:padA1- La secuencia codificante del gen padA (920 pares de bases) se amplificó 
mediante PCR con la pareja de cebadores TS39/TS66 y se clonó como un fragmento 
BglII/XhoI en el plásmido pdXA-3C. 
A15:padAD276- La secuencia truncada del gen padA (828 pares de bases) se amplificó 
mediante PCR con la pareja de cebadores TS39/TS67 y se clonó como un fragmento 
BglII/XhoI en el sitio de plásmido pdXA-3C. 
A15:padAT18V- La mutagénesis dirigida del residuo treonina 18 por valina (T18V) de la 
proteína PadA se realizó con la pareja de cebadores TS99/TS100. El fragmento amplificado 
se trató según protocolo de mutagenésis y se clonó como un fragmento SacI/XmnI en el 
plásmido de expresión A15:padA1. 
A15:padAH178A/D179N- La doble mutagénesis dirigida en los residuos histidina 178 y 
ácido aspártico 179 por alanina y asparágina respectivamente (H178AD179N) se realizó con 
la pareja de cebadores 101/102. El fragmento amplificado se trató según protocolo de 
mutagenésis y se clonó como un fragmento SacI/XmnI en el plásmido de expresión 
A15:padA1. 
A15:GFPPadA- La fusión traduccional de la proteína verde fluorescente, GFP a la región 
amino terminal de PadA se realizó en el plásmido pdDGFP. El gen padA se clonó como un 
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 3.-Técnicas de biología molecular 
3.1.-Manipulación de ácidos nucléicos. 
Digestiones con endonucleasas de restrición.  
Las enzimas de restricción se utilizaron según recomendaciones del fabricante New 
England Biolabs (NEB Inc, Ipswich, USA). Las digestiones se llevaron a cabo durante un 
periodo mínimo de 2 horas a 37ºC.  
Reacciones de ligación. 
 Las ligaciones se realizaron utilizando la enzima T4 DNA Ligasa de New England 
Biolabs (NEB Inc, Ipswich, USA). Las reacciones de ligación se realizaron a 15ºC durante un 
tiempo mínimo de 4 horas.  
3.2.-Transformación de bacterias.  
 Las transformaciones de bacterias se han realizado con dos tipos de células competentes 
obtenidas en el laboratorio por tratamiento químico con CaCl2. Las cepas bacterianas 
utilizadas son, E.coli DH1 (Invitrogen, España) y E.coli XL10 Gold (Stratagene, USA). El 
protocolo de transformación de las células competentes mediante choque térmico es el 
establecido por Sambrook et al., (1989). 
3.3.-Obtención de ADN. 
Obtención de ADN plasmídico.  
 La obtención de diferentes cantidades de ADN plasmídico se realizó con los Kits 
comerciales “Quiagen Plasmid Maxi Kit” para obtener hasta 500 µg de ADN plasmídico y 
“Quiagen Plasmid Mini Kit” para obtener hasta 20 µg de ADN plasmídico.  
 
Obtención de ADN de D. discoideum. 
 La obtención de ADN genómico de D. discoideum se realizó con diferentes métodos 
en función del procesamiento posterior del material genético. Para obtener ADN de buena 
calidad y muy puro utilizamos el Kit comercial, “GeneEluteTM Mammaliam Genomic DNA 
Miniprep Kit” (SIGMA-Aldrich, España). Otros protocolos para la obtención de ADN 
genómico específicos de Dictyostelium están descritos en www.dictybase.org. 
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3.4.-Obtención de ARN.  
 La extracción de ARN total de las células en crecimiento y estructuras de desarrollo se 
realizó con el agente comercial Trizol (Life-Tecnologies-Invitrogen).  
La extracción de ARN a pequeña escala (2,5x106 células) se realizó con el Kit comercial 
“ARN miniprep Kit” de Quiagen según recomendaciones del fabricante. 
3.5.-PCR. 
 La Reacción en cadena de la Polimerasa, PCR es una técnica ampliamente utilizada 
que combina sensibilidad con rapidez. Durante este trabajo de tesis, las reacciones rutinarias 
de PCR se realizaron la mezcla comercial, “Mastermix Eppendorf ” que incluye todos los 
reactivos de la mezcla, menos los cebadores y el molde. El volumen de las reacciones se 
ajustó a las recomendaciones de la casa comercial (Eppendorf, Alemania) 
La amplificación de fragmentos de PCR utilizados en la construcción de vectores de 
expresión se realizó con la enzima de alta fidelidad “PFu DNA polymerase” (Roche, Farma-
España). El diseño de los cebadores se realizo con el programa www.premierbiosoft.com. 
Las temperaturas de anillamiento de los cebadores se eligieron en función de las parejas de 
los cebadores pero de forma general se ha usado un rango de temperaturas entre 52ºC y 60ºC. 
La extensión de los amplicones siempre se realizó a 68ºC debido al alto contenido en A+T del 
genoma de Dictyostelium. 
3.6.-RT-PCR. 
 Los análisis de expresión génica se han realizado con cantidades variables de ARN 
total dependiendo del análisis. El RNA total se ha tratado con 1 U/µl de DNasa I (Invitrogen) 
según recomendaciones del fabricante. La reacción de retro-transcripción se realizó con la 
enzima Superscript TM II Reverse Transcriptasa (Invitrogen, España) en reacciones standard. 
La amplificación del ARN mensajero de padA se realizó a partir de 5 µg de ARN total 
con los que se generó cDNA de padA con el cebador TS31. El cDNA se amplificó con la 
pareja de cebadores (TS30/TS31). La síntesis del cDNA del gen Ig7 (ARNr mitocondrial) que 
se expresa de manera constitutiva, se realizó con el cebador TS93. La amplificación del 
cDNA se realizó con la pareja de cebadores TS92/TS93.  
El análisis de expresión de los genes amtA (TS76/77), amtC (TS77/78) y 
DDB0233691(TS79/80) se ha realizado a partir de la generación de cDNAs con Oligo-dT 
(Invitrogen). 
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Oligonucleótidos utilizados para la construcción de vectores plasmídicos. 
TS39     5´- GGAAGATCTATGCAAACAAATATTACTTCAACAAAAATGTC   
TS40     5´- GCCCTCGAGATTTTTTTTTTTGTTTATCTATTAAAATTAAAAAC 
TS51     5´- CTGTCATCGATGCTGAACGTGTACC  
TS66     5´- ACGCGTCTCGAGTTATATAACTGGTTTAGAAGTACAACTACC 
TS67     5´- ACGCGTCTCGAGTTAATCATGACCAGTGATTTCATTAACAC 
TS88     5´- GACATTTTTGTAGATCTAATATTTGTTTGC 
TS99     5´- GTAACTGGTGGAGTAGGAGTTGTTGGTAG 
TS100   5´- CTACCAACAACTCCTACTCCACCAGTTAC 
TS101   5´- GTCAATTGGATTTCAACTGCCAACATTGGTGAATG 
TS102   5´- CATTCACCAATGTTGGCAGTTGAAATCCAATTGAC 
 
Oligonucleótidos utilizados en RT-PCR. 
TS30     5´- GTTGATAGAGTTTTCTTAATTGC 
TS31     5´- GAAAGTTTATCTTCACGAGCAG 
TS76     5´- GGATGATACAATGGGCCTATGC 
TS77     5´- TACCAAAGTATCATTGCGCCC 
TS78     5´- CAGGTAATATTGCAACATCAGC 
TS79     5´- ACAGCGACAGAAACGACACC 
TS80     5´- CCGTGATATTTCTCGTGGTGG 
TS81     5´- GTGCACCACGATCTTTAGCG 
TS92     5´- GACCACTAGGCAGACTATGAGC 
TS93     5´- ATATCAGCATTCTTAATT 
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3.7.-Northern blot.  
 Los experimentos de Northern blot se realizaron mediante la transferencia de 15 µg de 
ARN total a una membrana de nitrocelulosa (Trans-Blot, BIO-RAD) en presencia de tampón 
salino 20XSSC, durante 12 horas. El ARN se fijó a la membrana con calor (2 horas, 80ºC). La 
pre-hibridación e hibridación de las membranas con sondas radiactivas se realizó a 42ºC 
durante 12 horas, en una solución con SSC 6X, 40 % formamida, 1 % (p/v) de SDS y 100 µg/ 
ml de ADN de esperma de salmón. Tras este tiempo las membranas se lavaron en una 
solución con SSC 2X y 0.1% SDS durante 2 horas, a 42ºC. La solución se cambió varias 
veces en este periodo. Las sondas utilizadas se marcaron con 10 µCu/µl del isótopo radiactivo 
32P-α-dCTP utilizando el sistema comercial “RediprimeII Random Prime Labelling System” 
(Amersham, Reino Unido). 
Sondas utilizadas: 
ecmA y ecmB: Las sondas de cada uno de los genes se obtuvieron mediante doble digestión 
EcoRI/HindIII en los plásmidos pDd63(ecmA) y pDd56 (ecmB). Los tamaños de las sondas 
empleadas son 2.5 kb y 2 kb respectivamente. 
Ig7: La sonda fue amplificada mediante PCR utilizando la pareja de cebadores TS92/93. La 
expresión de este gen nos sirve de control de carga del experimento.  
 
3.8.-Mutagénesis dirigida.  
 La mutagénesis dirigida de los residuos T18V y H178A/D179N de la proteína PadA, 
se realizó mediante PCR, utilizando como molde el plásmido A15:padA1 y dos cebadores 
complementarios con los cambios deseados. La pareja TS99/100 para la mutación sencilla 
T18V y la pareja TS101/102 para la doble mutación H178AD179N.  
El producto obtenido en la amplificación, se trató con la enzima DpnI que digiere 
ADN metilado, degradando totalmente en este paso el plásmido original utilizado como 
molde. Una vez inactivada la enzima, transformamos con el resto de la reacción, células 
competentes E.coli DH1 e incubamos a 37ºC, durante 16 horas. La secuenciación directa de 
algunas colonias crecidas después de este tiempo nos permitió seleccionar los clones que 
contienen la mutación y no presentan errores de secuencia. Las regiones con la mutación se 
clonaron como un fragmento SacI/XmnI en el plásmido A15:padA1. Las construcciones 
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 La secuenciación del material genético se ha realizado en el Servicio de Secuenciación 
de ácidos nucleicos del C.I.B (SECUGEN S.L). 
 
3.10.-Análisis bioinformático. 
 El análisis bioinformático de las secuencias genómicas y de aminoácidos se realizó 
con diferentes programas: 
4Peaks ,visualización de cromatogramas. 
DNAstrider 8.0, análisis de las secuencias de núcleotidos, busqueda de dianas de restricción. 
Comparación de secuencias, Clustalw (www.clustalw.ebi.ac.uk). 
Búsqueda de dominios funcionales PFAM (www.sanger, ac.uk). 
Base de datos del genoma de Dictyostelium (www.dictybase.org). 
 
4.-Modelización de la estructura de PadA. 
 El modelo estructural teórico de PadA se ha obtenido en colaboración con el 
Laboratorio de Reconstrucción de Macromoléculas del C.I.B dirigido por el Dr. Oscar Llorca. 
Los programas de modelado tridimensional (“threading”) empleados para obtener el modelo 
teórico de la estructura de PadA son, PSSM (Kelley et al., 2000), FUGUE (Shi et al., 2001), 
FFAS (Rychlewski et al., 2000) y HMM (Karplus et al., 1998). Estos programas permiten la 
obtención de un modelo estructural teórico que es comparado con otros modelos estructurales 
resueltos. La fiabilidad de los experimentos de “threading” realizados con PadA es del 95 % y 
en todos los casos las proteínas con mayor similitud estructural a PadA pertenecen a la familia 
de las hidrógeno reductasas de cadena corta o “SDR proteins”. 
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5.-Técnicas específicas de D. discoideum. 
5.1.-Crecimiento. 
Crecimiento en medio líquido. 
El crecimiento axénico de las cepas de Dictyostelium discoideum utilizadas en este 
trabajo se realizó en medio HL5 comercial (FORMEDIUM). 23,4 g/l de la mezcla 
comercial Formedium se disuelven en agua a pH 6,3. Ajustar en el momento de usar con 
glucosa esterilizada hasta 14 g/l y los antibióticos Estreptomicina (200 µg/ml) y Tetraciclina                
(10 µg/ml). Los cultivos se mantienen a 22ºC con agitación (180 r.p.m). Las condiciones 
están ajustadas al agitador MINITRON, INFORS utilizado para todo el estudio. 
 
Crecimiento en medio sólido. 
El crecimiento en medio sólido se realizó en placas de agar SM. El medio contiene       
10 g/l de glucosa, 10 g/l peptona (DIFCO), 1 g/l extracto de levadura, 1 g/l MgSO4, 1.9 g/l 
KH2PO4 y 0.6 g/l K2HPO4 disueltos en agua destilada. Ajustar pH a 6,3. Añadir 20 g/l de agar 
bacteriológico americano (Pronadisa, España). Autoclavar y dispensar en placas. 
 
5.2.-Desarrollo 
Desarrollo en filtro. 
Para inducir el desarrollo de D. discoideum, se recogieron células creciendo 
exponencialmente a una densidad entre 4x106  y 6x106 células/mililitro.  
Las células se centrifugaron 20 segundos a 13.000 r.p.m y se lavaron varias veces en 
tampón fosfato (16,5 mM KH2PO4; 3,9 mM K2HPO4, pH 6,3) para retirar completamente el 
medio. Una vez lavadas, las células se resuspenden en tampón fosfato, al que se añade 2 mM 
de Cl2Mg o en agua para favorecer la formación de “slugs”. Las células se depositan en filtros 
de nitrocelulosa de 5 cm de diámetro (Millipore black HPW001698) a una densidad de 2x106 
células/cm2. En los experimentos en los que se añadió NH4Cl o imidazol, se prepararon 
disoluciones de ambas bases débiles, que se añadieron tanto en el tampón fosfato en el que se 
resuspendieron las células como en el soporte de desarrollo, comprobando en todos los casos 
que no se alteraba el pH.  
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Desarrollo en agar ultra puro.  
Los desarrollos en medio sólido se realizaron con agar ultra puro OXOID (OXOID 
Ltd.) al 1,8 % disuelto en tampón fosfato. Una concentración de células de 9,5x105 
células/cm2 se resuspendió en tampón fosfato o agua y se depositaron en una placa petri de 9 
cm de diametro.  
 
5.3.-Agregación.  
El estudio de la agregación se realizó con células creciendo vegetativamente a una 
densidad de 1,5x106 células/mililitro. Las amebas se lavaron varias veces para eliminar los 
restos de medio y se resuspendieron a una densidad de 1x106 células/mililitro en tampón 
fosfato. Se depositaron en una placa de cultivo de células de 3 cm de diámetro (Falcon). Las 
placas se incubaron 12 horas, a 22ºC. Pasado este tiempo es posible visualizar la formación de 
agregados con largas cadenas de amebas migrando hacia el centro de agregación. 
 
5.4.-Obtención y recuento de esporas.  
La cuantificación de esporas maduras se realizó con los cuerpos fructíferos formados 
por 4x107 células. Después de 3 días de desarrollo, los cuerpos fructíferos se recogieron en 
tampón fosfato y se disgregaron mecánicamente con una jeringuilla y agujas de diferentes 
diámetros. Tras un tratamiento con detergente y calor contamos el número de esporas 
resistentes a este tratamiento en una cámara de contaje de células (Escalante et al., 2001). 
 
5.5.-Cuantificación de amonio extracelular. 
La producción de amonio de AX2 y padA- se cuantificó durante la fase de “slug”, 
momento en el cual se retiró el soporte del filtro de nitrocelulosa sobre el que se desarrollan 
las células. Este soporte se incubó en agua durante 20 minutos para permitir la liberación del 
amonio generado durante el desarrollo. El amonio acumulado durante esta fase de desarrollo 
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5.6.-Transformación de células. 
Las transformaciones de células de D.discoideum se realizaron mediante 
electroporación siguiendo el método descrito por Pang et al., (1999). Los transformantes se 
mantienen en medio HL5 con cantidades variables de antibiótico G418 (5 µg/ml de para 
padA- y 10 o 20 µg/ml de G418 para AX2) durante 15 días para seleccionar aquellas amebas 
que han introducido el plásmido. 
 
5.7.-Tinciones β-galactosidasa. 
Las tinciones β-galactosidasa que permiten detectar la expresión de la proteína 
reportera LacZ en las distintas estructuras de desarrollo, se realizaron según el protocolo 
descrito por Escalante y Sastre, (2006). 
 
5.8.-Hibridaciones in situ. 
Las hibridaciones in situ se realizaron según el protocolo descrito por Escalante y 
Loomis, (1995). Las modificaciones realizadas en la técnica se ajustan al protocolo descrito 
por Yamada et al., (2005). Las sondas utilizadas para estos experimentos son : 
ecmA - Escalante et al., 2001.  
ecmB - Escalante et al., 2001. 
amtA - Kristen et al., 2001. 
amtB - Kristen et al., 2001. 
cudA - Fukuzawa et al., 1997.  
Las ribosondas se marcaron con el kit comercial “T7/SP6 RNA labelling Kit” (Roche). 
 
5.9.-Immunohistoquímica. 
Los experimentos realizados para detectar la localización de la proteína CudA se 
realizaron con el anticuerpo mbA11 (ΔCUDA) según el protocolo descrito por Fukuzawa et 
al., (1997). Estos experimentos fueron realizados en el laboratorio del Profesor Jeffrey 
G.Williams en la Universidad de Dundee (School of Life Sciences. Dundee. UK). 
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5.10.-Diferenciación celular in vitro. 
Ensayos de diferenciación en monocapa. 
Para el estudio de la diferenciación de células tallo y esporas, se recogen células que 
están creciendo exponencialmente y se lavan varias veces en tampón fosfato. Una vez 
lavadas, 1x106 células/mililitro, se resuspenden en un tampón salino (400 mM KCl, 400 mM 
NaCl, 20 mM CaCl2, 20 mM MgCl, 200 mM MES, ph 6,2) al que se añade 12,5 mM 8-Br-
AMPc y 25 µM ClCd (Sarafimidis y Kay, 2005). Para inducir la diferenciación de células 
tallo se utiliza una concentración de 100 nM DIF-1. En los ensayos de sensibilidad se 
utilizaron concentraciones de DIF-1 variables. Una vez que las células se resuspenden en la 
mezcla, se depositan en una placa células a una concentración de 1x106 células/mililitro. 
 
Ensayos de inducción de marcadores. 
El estudio de la inducción de los marcadores ecmB:lacZ y 4x22mer:lacZ, se realizó 
según el protocolo descrito por Sarafimis y Kay, (2005). Los análisis de inducción se 
realizaron en ausencia de DIF-1 y en presencia de 100 nM DIF-1. La absorbancia debida a la 
inducción del marcador se midió en un lector de placas a una longitud de onda de 595 nm. 
 
Ensayo de inducción del gen ecmA mediante RT-PCR. 
  El análisis de la inducción del gen ecmA se realizó según el protocolo descrito por 
Zhuzoskaya et al., 2006. La reaccción de retrotranscripción se realizó con el Kit comercial, 
“One-Step cDNA platinum” de Invitrogen. La expresión del gen ecmA se analizó con la 
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6.-Técnicas de microscopía. 
6.1.-Microscopía de campo claro. 
La observación de las amebas se ha realizado en un microscopio NIKON Eclipse TS100.  
6.2.-Microscopía de fluorescencia. 
El microscopio de fluorescencia utilizado es de la marca LEICA MDRBE acoplado a un 
sistema de captura de imágenes CoolSnap CCD.  
6.3.-Microscopía confocal. 
 El microscopio confocal utilizado en estos estudios es el del servicio de Microscopia 
Confocal del C.I.B.  Microscopio Confocal, CLSM Leica TCS SP2 equipado con 9 líneas de 
láser y sistemas AOTF y AOBS. 
Los estudios de microscopia confocal se hicieron con células vivas. Las células que 
expresan la construcción A15:GFPpadA se lavaron 2 veces con tampón fosfato y se procedió 
a su análisis inmediato. El análisis de la localización subcelular de PadA en diferentes 
condiciones se ha realizado de la misma manera, sólo que incubando las células en tampón 
fosfato durante 20 minutos para inducir las condiciones de falta de nutrientes e incubando las 
células en presencia de amonio. La tinción nuclear con DAPI se realizó utilizando una 
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Objetivos 
 
 El objetivo principal de este trabajo de tesis doctoral se enmarca dentro del proyecto 
de investigación “Búsqueda de genes implicados en la diferenciación celular en Dictyostelium 
discoideum”. Con el fín de estudiar la diferenciación celular en D. discoideum, se generó una 
colección de mutantes deficientes en la inducción del promotor del gen de células tallo, ecmB, 
en respuesta a la presencia de DIF-1. La construcción de la genoteca así como la selección y 
aislamiento de los mutantes fue realizado en el laboratorio del Profesor Rob Kay (LMB-
MRC, Cambridge) por la Dra. Teresa Suárez y el Dr. Ioannis Sarafimidis. 
 
 El trabajo original presentado en esta tesis doctoral, se centra en la caracterización de 
uno de los mutantes aislados en esta búsqueda. El mutante presenta una disrupción en el gen 
DDB0186942 de función desconocida, y que hemos nombrado padA . 
 
Los objetivos concretos planteados para el trabajo son: 
 
 • Caracterización minuciosa del fenotipo del mutante padA-, durante el crecimiento 
vegetativo y el ciclo de desarrollo. 
 • Caracterización del defecto en diferenciación celular del mutante padA-, mediante el 
estudio de la expresión espacial y temporal de los genes preespora y pretallo y el análisis de la 
respuesta a DIF-1 de estos genes tanto in vivo como in vitro,  
 • Establecer, si es posible, la función de la proteína PadA y su papel en la 
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Caracterización del mutante padA-. 
1.-Crecimiento vegetativo. 
 El mutante padA- presenta un fenotipo termosensible tanto en crecimiento como en 
desarrollo, ya que la disrupción del alelo padA origina un truncamiento en el extremo 
carboxilo-terminal de la proteína PadA (ver más adelante). La imposibilidad para obtener una 
cepa deficiente para la expresión del gen, a pesar de intentar diferentes estrategias, llevó a la 
conclusión de que padA es un gen esencial en el ciclo de vida de D. discoideum (Sarafimidis, 
2003). 
 La caracterización del fenotipo mutante durante el crecimiento vegetativo se ha 
realizado en cultivos líquidos axénicos (Ashworth y Watts, 1970) y en medio sólido sobre 
céspedes de bacterias (Kay, 1987). Dictyostelium es un aerobio estricto por lo que las 
condiciones de cultivo siempre tienen que permitir la oxigenación ya que la hipoxia conlleva 
la muerte celular. La temperatura óptima de crecimiento de las amebas es de 22ºC aunque 
pueden crecer hasta 30ºC, temperatura por encima de la cual  no hay crecimiento (Saito et al., 
2005). 
El crecimiento vegetativo en cultivos líquidos, nos permite calcular el tiempo de 
duplicación de nuestras cepas. En la Figura 1, se muestran las gráficas de crecimiento de AX2 
y padA- realizadas tanto a la temperatura permisiva de crecimiento y desarrollo, 22ºC, como a 
la temperatura restrictiva,  27ºC. A 22ºC, AX2 se duplica cada 10 horas mientras que padA- lo 
hace cada 16 horas (Figura 1A). A 27ºC, AX2 tiene un tiempo de generación de 10 horas, 
mientras que las amebas mutantes padA- no son capaces de dividirse y transcurridas 72 horas 
comienzan a morir (Figura 1B). 
 Estos resultados refuerzan la hipótesis de que el gen padA sea esencial durante esta 
etapa ya que a 22ºC las amebas mutantes tienen dificultad para crecer y se dividen más 
lentamente que las silvestres, en cambio, a 27ºC, el crecimiento está totalmente inhibido y las 
amebas mutantes son incapaces de crecer. Durante el crecimiento vegetativo, se acumulan 
factores que van a ser necesarios en etapas posteriores de desarrollo (revisado en Maeda, 
2005), por lo que si padA es esencial para el crecimiento es posible que las etapas posteriores 




























Figura 1.- Curvas de crecimiento de AX2 y padA- a 22ºC y a 27ºC. Células creciendo 
exponencialmente fueron transferidas a medio axénico fresco, con una densidad inicial de 1,2x105 
células/mililitro. La densidad celular se estimó con un hematocitómetro a partir de muestras tomadas 
cada 24 horas.  
 
 Cuando se cultivan en medio sólido, amebas junto a bacterias (K. aerógenes), es 
posible observar la formación de calvas en el césped bacteriano que corresponden a las 
amebas fagocitando bacterias. Contando el número de calvas y el tiempo que tardan en 
aparecer  podemos calcular la viabilidad celular. Después de realizar 4 experimentos 
independientes podemos concluir que a 22ºC, la viabilidad del mutante padA- es del 80 % en 
comparación con AX2 y las colonias de ambas cepas se observan a los 4 días del inicio del 
experimento. A 27ºC, un 75 % de las amebas silvestres son capaces de formar colonias 
aisladas que se observan a los 4 días, en cambio sólo un 30 % de las amebas mutantes son 
  63 
capaces de formar colonias que tardan 6 días en aparecer. Algunas amebas mutantes 
consiguen dividirse y crecen muy débilmente en el césped de bacterias. 
  Otro de los defectos en crecimiento que hemos observado, está relacionado con la 
sensibilidad a la presencia del antibiótico G418, que pertenece a la familia de la Gentamicina 
y se utiliza rutinariamente en Dictyostelium para la selección de transformantes (Nellen y 
Firtel, 1985). El mecanismo de acción de este antibiótico se basa en la interferencia con la 
elongación de las cadenas peptídicas durante la síntesis de proteínas, por lo que las amebas 
que no presentan la resistencia mueren.  
 El mutante padA-, presenta una elevada sensibilidad a la presencia de este antibiótico, 
lo que parece ser una característica intrínseca del fenotipo mutante ya que la elevada muerte 
celular que se aprecia, no está relacionada con el proceso de electroporación. Experimentos 
paralelos con AX2 y padA-, en los que contamos el número de amebas que sobreviven a la 
electroporación, no encontramos diferencias entre la supervivencia de las amebas silvestres y 
las mutantes. Para tratar de cuantificar la sensibilidad a la presencia de G418, incubamos 
concentraciones crecientes de células AX2 y padA- (entre 2,5x102 y 2,5x105 células/mililitro) 
con diferentes concentraciones de G418, entre 2 µg/ml y 50 µg/ml. Después de 5 días de 
incubación en medio líquido, a 22ºC y en presencia del antibiótico, observamos el crecimiento 
celular. Las amebas silvestres, son capaces de resistir concentraciones de 5 µg/ml de G418, si 
la concentración inicial de células es superior a 5x103 células/mililitro. En cambio, la 
sensibilidad de padA- a la presencia de G418 es tan elevada, que concentraciones de 
antibiótico de 2 µg/ml, que apenas tienen efecto sobre AX2, bloquean completamente el 
crecimiento de padA- si la concentración inicial de células es menor de 2,5x104 
células/mililitro. Debido a la extrema sensibilidad al antibiótico, todos los transformantes 
obtenidos en el fondo mutante padA- se han seleccionado en presencia de 5 µg/ml de G418, 
mientras que los del tipo silvestre AX2 siempre se han seleccionado con un concentración 
igual o superior a  10 µg/ml.  
Resultados 
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2.-Desarrollo. 
2.1.-Desarrollo a 22ºC. 
 A la temperatura permisiva, en todos los soportes de desarrollo utilizados, el mutante 
padA- siempre presenta un retraso general en el desarrollo. Aunque es capaz de formar 
cuerpos fructíferos, tarda 36 horas en completar el desarrollo mientras que AX2, completa el 
desarrollo en 24 horas.  
 Los primeros defectos en el desarrollo se observan desde etapas muy tempranas. Tras 
recibir las señales de falta de nutrientes, las amebas comienzan a agregarse. El tipo silvestre 
completa la agregación en 10 horas, con la formación de agregados muy compactos en los que 
se observa como las amebas se polarizan y forman largas cadenas o “streams” que migran 
hacia la fuente de AMPc, emitido por el centro de agregación (Figuras 2A y 2C). Sin 
embargo, la agregación en padA- se completa en 14 horas y los agregados que se forman son 
mucho más pequeños y menos compactos que los silvestres ya que se disgregan con facilidad. 
No se observan largas cadenas de amebas polarizadas migrando hacia la fuente de AMPc y 
muchas amebas permanecen insensibles al gradiente de AMPc, evitando de esta manera 




Figura 2.-Agregación en AX2 y padA- a 22ºC. Las amebas se incubaron a 22ºC en tampón fosfato. 
Las fotografías se realizaron con una lupa Leica a 6.3X aumentos (A y B) y con 18X aumentos (C y 
D). Las imágenes A y C corresponden a AX2 mientras que las imágenes B y D corresponden a padA-.
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 Tras la agregación, el desarrollo continúa y en la Figura 3, se presenta el patrón 
temporal de desarrollo de AX2 y padA-, sobre placas agar ultra puro.  
 El tipo silvestre, AX2 (Figura 3-A), alcanza la fase de “mound” a las 12 horas. La 
formación del “tip” y la elongación de esta región dará lugar a la formación de estructuras 
tipo “first finger”, a las 15 horas del inicio del desarrollo. Estas estructuras colapsan en el 
sustrato y forman “slugs” que a las 20 horas, inician la culminación con la formación de 
culminantes tempranos que sobre las 24 horas, se habrán convertido en cuerpos fructíferos 
con un tallo perfectamente formado que soporta la bolsa de esporas.  
 En el mutante padA-, la agregación se prolonga durante 16 horas, lo cual provoca un 
retraso en todo el desarrollo (Figura 3-A). Los agregados se convierten en “mound”, después 
de 18 horas y las primeras estructuras tipo “first finger” se observan a las 20 horas. A partir de 
este momento el desarrollo es muy heterogéneo, ya que durante 8 horas es posible observar 
estructuras tipo “mound”, “first finger” y “slugs” que permanecen bloqueadas en estas fases. 
A las 32 horas de desarrollo, comienza la culminación en aquellas estructuras que han 
superado el estado de “slug”, y a las 36 horas, el desarrollo se completa con la formación de 
cuerpos fructíferos que tienen un tallo y bolsa de esporas perfectamente constituidos (Figura 
3-A). Después de 48 horas del inicio del desarrollo, es posible observar estructuras que no han 
completado el desarrollo y que permanecen bloqueadas en estados previos a la culminación. 
En comparación con el tipo silvestre, se puede destacar que la densidad de cuerpos fructíferos 
es menor en padA- y los cuerpos fructíferos mutantes, son de menor tamaño que los silvestres. 
 Las esporas tienen que madurar adecuadamente para garantizar la supervivencia de la 
especie. El grado de maduración de las esporas se estudia mediante el contaje de esporas 
resistentes a tratamiento por calor. Al analizar la maduración de las esporas en padA-, 
descubrimos que tan solo un 20 % de esporas son capaces de resistir al tratamiento por calor, 
lo cual sugiere que aunque el desarrollo se complete, existe algún defecto en la diferenciación 
de este tipo celular. 
2.2.-Desarrollo a 27ºC 
 Las amebas padA-, no crecen en medio líquido a esta temperatura, por lo que para 
estudiar el desarrollo, utilizamos células que crecen a 22ºC. El tipo silvestre se desarrolla en 
24 horas siguiendo prácticamente el mismo patrón temporal que a 22ºC, por esta razón no se 
muestra el desarrollo de AX2 a esta temperatura. En la Figura 3-B, se muestra el desarrollo de 
padA- a 27ºC.  
Resultados 
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Los primeros defectos en el desarrollo de padA- comienzan a manifestarse durante la 
agregación, las amebas tardan 20 horas en responder a la señalización por AMPc y 24 horas 
en completar la formación de agregados. Muchas amebas permanecen insensibles a la 
agregación y no inician el desarrollo. Los agregados alcanzan la fase de “mound” después de 
32 horas, permaneciendo bloqueados en este estado durante varias horas. Tan sólo un 50 % de 
los “mound” formados se convertirán en “slugs” tras 36 horas de desarrollo. Transcurridas 48 
horas, algunos “slugs” o estructuras tipo “first finger” intentan culminar, sin embargo el 
proceso está totalmente bloqueado y las estructuras finales que se forman son totalmente 
aberrantes y aunque mantienen la verticalidad, son amorfas y carecen de tallo con bolsa de 
esporas (Figura 3-C). Cuando hemos visualizado las estructuras disgregadas al microscopio, 
hemos comprobado que no hay formación de células tallo ni de esporas maduras. A esta 
temperatura, tanto el crecimiento vegetativo como el desarrollo de padA- están seriamente 




Figura 3.-Desarrollo de AX2 y padA- en un sustrato de agar ultra puro. A- Patrón de desarrollo de 
AX2 y padA- a 22ºC. B- Patrón de desarrollo de padA- a 27ºC. Las imágenes se realizaron con una 
Lupa Leica con 6.3X aumentos. C- Detalle (60 X) de los cuerpos fructíferos formados por AX2 y 
padA- a 27ºC. 
         padA-
 22 h                             24 h                           32 h                            48 h
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3.-Sensibilidad al amonio y otras bases débiles.  
 Durante el estudio del desarrollo del mutante padA-, siempre hemos observado un 
claro retraso durante la agregación y un bloqueo del desarrollo en torno a la fase de “slug” que 
a 22ºC es superado pero que a 27ºC, se mantiene y el desarrollo permanece bloqueado. 
Ambas características recuerdan al fenotipo de los mutantes “sluggers”, descritos en la 
introducción (Gross, 1994), que se mantienen bloqueados en esta fase de desarrollo y son 
incapaces de completarlo. Una posibilidad para explicar el bloqueo durante la fase de “slug” 
de padA-, podría ser una elevada producción o acumulación de amonio. Para comprobar si 
padA- produce más amonio que el tipo silvestre, hemos cuantificado la cantidad de amonio 
generado durante la fase de “slug” en AX2 (16 horas de desarrollo) y padA- (20 horas de 
desarrollo) a la temperatura permisiva de desarrollo, 22ºC. Tras realizar 3 experimentos 
independientes, no hemos detectado diferencias significativas en la producción de amonio 
entre ambas cepas. La concentración de amonio  que se acumula en el soporte de desarrollo de 
AX2 y padA- durante esta fase, oscila entre 8 y 10 mM y, al igual que en los mutantes 
“sluggers”, no parece ser la causa del bloqueo en el desarrollo. 
 Si el fenotipo se debe a la acumulación de amonio en el medio, la eliminación de esta 
base del medio, debe inducir la culminación (Schindler y Sussman, 1979). Cuando 
transferimos estructuras de desarrollo de padA- (20 horas de desarrollo) del soporte de 
desarrollo en uso, a un nuevo soporte de desarrollo, no observamos recuperación del fenotipo 
en culminación de padA- y cuando transferimos estructuras de desarrollo de padA- a un 
soporte de desarrollo del tipo silvestre y viceversa, nunca observamos recuperación del 
fenotipo mutante en el soporte del tipo silvestre. El tipo silvestre no manifiesta ningún 
fenotipo en el soporte de desarrollo mutante. Estos resultados demuestran que el bloqueo en la 
culminación no se debe a una producción excesiva de amonio.  
 La adición de amonio extracelular durante el desarrollo, tiene efectos sobre la 
agregación y la culminación ya que es una sustancia difusible que penetra rápidamente a 
través de las membranas celulares provocando la disminución del pH intracelular de los 
compartimentos ácidos (Gee et al., 1994; Gross, 1994). Para analizar el desarrollo de padA- en 
presencia amonio extracelular, se añadieron diferentes concentraciones de NH4Cl, cubriendo 
un rango amplio de concentraciones de 0 a 100mM, tanto en el soporte de desarrollo como en 




  68 
 Pasadas 36 horas de desarrollo, observamos los efectos de la adición de amonio 
extracelular en AX2 y padA-. En la Figura 4-A, se muestra el desarrollo de AX2 y padA- en 
presencia de diferentes concentraciones de NH4Cl, a 22ºC. A esta temperatura, AX2 se 
desarrolla con normalidad en el rango de concentraciones testadas. La única característica a 
resaltar es que el tamaño de los cuerpos fructíferos disminuye al incrementar la concentración 
de NH4Cl, pero son necesarias concentraciones de 75 y 100 mM de NH4Cl para observar este 
efecto y concentraciones superiores a 125 mM para observar un bloqueo claro en el desarrollo 
de AX2 (Davies et al., 1993, y nuestros propios resultados). 
 En comparación con AX2, concentraciones de 50 mM NH4Cl provocan una 
disminución notable en la densidad de cuerpos formados por padA- así como en el tamaño de 
los mismos (Figura 4-A). Como la agregación ya está afectada en padA-, es posible que la 
presencia del amonio extracelular interfiera en el proceso, y por lo tanto, si ya se formaban 
pocos agregados en condiciones normales de desarrollo, la disminución del número de 
cuerpos fructíferos en presencia de amonio es más notable. En la Figura 4-B, se muestra el 
desarrollo de AX2 y padA-, a 27ºC en diferentes concentraciones de NH4Cl. El tipo silvestre 
no presenta alteraciones en el desarrollo en las diferentes concentraciones de amonio testadas, 
en cambio  el efecto del amonio extracelular sobre el desarrollo de padA- es tan dramático a 
esta temperatura, que concentraciones de 50 mM de NH4Cl inhiben completamente la 
agregación y el desarrollo (Figura 4-B).  
 El efecto del amonio puede ser mimetizado por otras bases débiles, como la cloroquina 
o el imidazol, que inducen la acidificación de los compartimentos ácidos (Davies et al., 1993). 
La presencia de imidazol durante el desarrollo de padA- a 22ºC, nos permitió comprobar que 
AX2 se desarrolla perfectamente hasta concentraciones de 25 mM de imidazol, sin embargo, 
padA- presenta una marcada sensibilidad a la presencia de esta base débil y concentraciones 
de 10 mM de imidazol, inhiben la agregación y el desarrollo (Figura 4-C). 
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Figura 4.- Efecto de la adición de amonio extracelular e imidazol sobre el desarrollo de AX2 y padA-. 
A-Efecto de la adición de amonio extracelular sobre el desarrollo de AX2 y padA- a 22ºC. B-Efecto de 
la adición de amonio extracelular sobre el desarrollo de AX2 y padA- a 27ºC. C-Efecto de la adición de 
imidazol sobre el desarrollo de AX2 y padA- a 22ºC. Todos los desarrollos se realizaron sobre filtros 
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4.-Patrón de expresión temporal de padA.  
 Los intentos realizados para analizar el patrón de expresión temporal del gen padA 
utilizando la técnica de Northern blot, fueron infructuosos, ya que no se detectó la presencia 
de ARN mensajero de padA, incluso utilizando 30 µg de ARN (Sarafimidis, 2003). El cDNA 
de padA tampoco está presente en las genotecas de cDNAs de D. discoideum, lo que sugiere 
que los niveles de expresión del gen son realmente bajos. El análisis de la expresión génica 
utilizando una técnica mucho más sensible, RT-PCR, nos ha permitido detectar mensajeros 
específicos del gen padA. La cantidad de cDNA molde necesaria para detectar la expresión de 
padA  es 10 veces mayor que la cantidad necesaria para detectar la expresión del gen Ig7, que 
se expresa constitutivamente durante el crecimiento y el desarrollo. Como se observa en la 
Figura 5, el gen padA se expresa durante el crecimiento vegetativo y presenta un patrón de 
expresión regulado durante el desarrollo. Tiene dos picos de expresión; el primer pico se 
detecta durante el crecimiento vegetativo y disminuye durante las primeras 6 horas de 
desarrollo, coincidiendo con las primeras señales de falta de nutrientes y la agregación. 
Pasadas estas primeras horas, la expresión de padA decae hasta un nivel muy bajo pero que se 
mantiene constante hasta las 18 horas, para aumentar de nuevo hasta exhibir un nuevo pico de 
expresión a las 24 horas, cuando el desarrollo llega a su etapa final. El patrón de expresión del 
gen padA concuerda con el fenotipo pleiotrópico del mutante padA-, que presenta alteraciones 
tanto en crecimiento vegetativo como en desarrollo. 
 
 
Figura 5.-Patrón de expresión del gen padA durante el crecimiento y desarrollo de AX2 a 22ºC. El 
ARN total se obtuvo a partir de muestras tomadas cada 2 horas (h). Se recogieron muestras a 0h - 
crecimiento vegetativo, 2h -10h -agregación, 12h -“loose mounds”, 14h -“mounds”, 16h -“slugs”, 18-
20h - culminantes tempranos, 22h-culminantes tardíos, 24h - cuerpos fructíferos. Para la detección del 
ARNm de padA se utilizaron cebadores específicos (ver materiales y métodos). Como control de carga 
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 Una posible explicación para el bajo nivel de expresión de padA durante el desarrollo, 
es que la expresión del gen sea específica de algún tipo celular concreto. Por este motivo, nos 
propusimos analizar el patrón de expresión espacial del gen padA mediante hibridación in situ 
(Escalante y Loomis, 1995). Desafortunadamente no detectamos expresión de mensajeros de 
padA en ningún tipo celular de AX2.  
 La selección de transformantes con elevadas concentraciones de antibiótico G418, nos 
permite obtener cepas con un alto número de copias de una construcción determinada, por lo 
que decidimos fusionar la región promotora del gen padA a la proteína reportera LacZ, 
padA:lacZ. La región promotora seleccionada para la fusión, comprende la región intergénica 
situada entre el codón de inicio del gen padA (ATG) y el codón de parada del gen situado 
corriente arriba. La región que consideramos promotora del gen padA es de 550 pares de 
bases. Tras fusionarla a la proteína LacZ y transformar células silvestres que seleccionamos 
con concentraciones de 20 y 50 µg/ml de G418, no observamos tinción β-galactosidasa en 
ninguna estructura de desarrollo de AX2. Este resultado no se puede considerar 
definitivamente ya que no podemos descartar que la región promotora utilizada en la fusión 
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Análisis de la diferenciación celular en el mutante padA-. 
 Desarrollo y diferenciación celular son dos procesos que van ligados en D. 
discoideum. Sin la diferenciación de los principales tipos celulares, esporas y células tallo, el 
desarrollo no se completa. Los principales inductores de la diferenciación celular en 
Dictyostelium son el AMPc y DIF-1 (revisado en Williams, 2006). Como ya se ha descrito en 
la introducción,  DIF-1 es necesario para la diferenciación de células tallo y es responsable de 
la inducción de la expresión de los genes pretallo ecmA y ecmB (Berks y Kay, 1990; 
Serafimis y Kay, 2006). El mutante padA- fue aislado a partir de una genoteca construida 
mediante la técnica R.E.M.I (Kuspa y Loomis, 1992), en una cepa silvestre que expresaba de 
forma constitutiva el marcador de células tallo ecmB:lacZ. El análisis clonal de más de 3000 
transformantes, en un ensayo de inducción del marcador ecmB:lacZ in vitro, permitió la 
selección de mutantes incapaces de responder a la presencia de DIF-1, entre ellos, padA- 
(Sarafimidis, 2003).  
 
1.-Diferenciación temprana de los principales tipos celulares.  
 Clásicamente, el estudio de los principales tipos celulares se ha realizado con 
marcadores  celulares específicos que definen diferentes sub-poblaciones de células (revisado 
en Williams, 2006). La diferenciación celular comienza en etapas muy tempranas de 
desarrollo. En la fase de “mound”, el destino de los principales tipos celulares ya está 
perfectamente definido y un 20 % de las células del “mound” expresan marcadores pretallo, 
mientras que el 80 % restante expresa marcadores preespora. Durante la fase de “slug”, la 
distribución de los tipos celulares sigue un patrón antero-posterior que se mantiene durante 
todo el desarrollo. Las células pretallo se localizan en la región anterior del “slug” mientras 
que el 80 % restante está formado por las células preespora. El estudio de la diferenciación 
celular en AX2 y padA-, se ha realizado analizando la expresión de los principales marcadores 
celulares tanto a la temperatura permisiva, 22ºC como a la temperatura restrictiva, 27ºC.  
 La diferenciación de la región preespora en etapas tempranas del desarrollo, se puede 
estudiar con el marcador preespora, pspA:lacZ. Este marcador se expresa en todas las células 
preespora desde la fase de “mound” (Williams et al., 1989 y nuestros propios resultados). En 
la Figura 6, se muestra la expresión del marcador pspA:lacZ en el mutante padA-, a 22ºC y 
27ºC. Las células preespora de padA-, expresan correctamente el marcador que se localiza por 
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toda la región prespora. La expresión del marcador en AX2 (Williams et al., 1989) es igual a 
la descrita para el mutante padA- a ambas temperaturas.  
 La región pretallo es más heterogénea y en ella se han definido distintas 
subpoblaciones de  células tallo, en función de la expresión de diferentes genes pretallo. Las 
subpoblaciones de células tallo mejor estudiadas son la población pretallo A o pstA, la 
población pretallo O o pstO y la población pretallo AB o pstAB (Figura I-5). Estas 
subpoblaciones se definen respectivamente por la expresión de los marcadores celulares: 
ecmAO:lacZ, ecmA:lacZ, ecmO:lacZ  y ecmB:lacZ (Early et al., 1991; Ceccarelli y Williams, 
1991; Jermyn y Williams, 1996). Para estudiar la diferenciación de la región pretallo en   
padA-, hemos transformado las amebas mutantes con diferentes marcadores pretallo y hemos 
analizado la expresión de estos durante el desarrollo a 22ºC y 27ºC.  
 El marcador de células pretallo ecmAO:lacZ, nos permite estudiar la diferenciación de 
toda la región pretallo ya que se expresa específicamente en las regiones pstA y pstO. Como 
se observa en la Figura 6, a 22ºC el marcador ecmAO:lacZ se localiza en las células pretallo 
de la región pstA y pstO, sin embargo, a 27ºC, la expresión del marcador está ausente en la 
región pstA, lo cual sugiere un defecto en la diferenciación de esta región. La expresión del 
marcador en AX2, a 22ºC y a 27ºC, es igual a la descrita en padA- a 22ºC.  
 El marcador pretallo ecmA:lacZ (Jermyn y Williams, 1991) permite estudiar 
específicamente la diferenciación de la región pstA. El marcador, se expresa específicamente 
en las células pretallo de la región pstA y siempre se localiza en la zona más anterior de la 
región pretallo. Cuando analizamos la expresión del marcador en padA- a 22ºC, observamos 
que las células pretallo que expresan el marcador se localizan correctamente en la región pstA 
de los “slugs” (Figura 6). En cambio, a 27ºC, las células pretallo de la región pstA no 
expresan el marcador ecmA:lacZ (Figura 6), bien porque aún no han recibido las señales de 
diferenciación bien porque la diferenciación de esta región está bloqueada. El patrón de 
expresión del marcador ecmA:lacZ en AX2 no presenta diferencias entre 22ºC y 27ºC y es 
igual al descrito en padA- a 22ºC.  
 La diferenciación de la región pstO parece correcta al analizar la expresión del 
marcador ecmAO:lacZ, para comprobarlo hemos estudiado la expresión del marcador 
ecmO:lacZ (Early et al., 1993). En las dos temperaturas estudiadas, el marcador ecmO:lacZ se 
localiza correctamente en la región pstO (Figura 6). En AX2, el patrón de expresión de este 
marcador es igual al que presenta padA- a 22ºC y 27ºC. La expresión del marcador ecmA:lacZ 
está dirigida por la región más distal del promotor del gen ecmA y la expresión del marcador 
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ecmO:lacZ está dirigida por la región más proximal del promotor por lo que es evidente que 
la diferenciación de la subpoblación de células pretallo A, es independiente de los 




Figura 6.- Análisis de la expresión del marcadores celulares; pspA:lacZ, ecmAO:lacZ, ecmA:lacZ, 
ecmO:lacZ en el mutante padA- a 22ºC y 27ºC. Las fotografías se realizaron en una Lupa Leica con 
diferentes aumentos, 80X para las imágenes de 22ºC y 100X para las imágenes de 27ºC, ya que a esta 
temperatura las estructuras son de menor tamaño. 
 
 
 La subpoblación de células pretallo pstAB, se diferencia justo antes del inicio de la 
culminación y, como se ha descrito en la introducción, está formada por un pequeño grupo de 
células pretallo que se localizan formando un cono en el centro de la región pretallo (Figura I-
5, Jermyn y Williams, 1991). Esta población se define por la expresión del marcador 
ecmB:lacZ, y el mutante padA- fue aislado por su incapacidad para responder a la inducción 
de este marcador en presencia de DIF-1. En la Figura 7, se muestra el patrón de expresión del 
marcador en  AX2 a 27ºC y en padA- a 22ºC y a 27ºC.  
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 A 22ºC,  padA- es capaz de completar el desarrollo, por lo tanto la expresión de la 
construcción ecmB:lacZ, aunque aparece retrasada en el tiempo (32 horas de desarrollo) y es 
más débil, se detecta en los “slugs” mutantes (Figura 7-B). En los cuerpos fructíferos, la 
expresión del marcador ecmB:lacZ se localiza en la región superior e inferior de la bolsa de 
esporas y en el tallo de los culminantes. En AX2 tanto a 22ºC como a 27ºC (Figura 7-A), la 
población de células pretallo pstAB se localiza perfectamente en el cono central de la región 
pretallo de los “slugs” y en las regiones superior e inferior de la bolsa de esporas de los 
cuerpos fructíferos (Jermyn y Williams, 1991). A 27ºC, los niveles de expresión del marcador 
ecmB:lacZ, en el mutante padA- son muy bajos. Durante la fase de “mound”, es posible 
detectar algunas células aisladas que expresan  el marcador pero la expresión es tan baja que 
durante la fase de “slug” es indetectable (Figura 7-C). Tras 48 horas de desarrollo, las 
estructuras terminales que se forman apenas presentan expresión del marcador y a 27ºC, 
nunca hemos observado la correcta localización de la población pstAB en la zona central de la 
región pretallo (Figura 7-C). Estos resultados sugieren un fallo en la expresión del marcador 


















Figura 7.- Expresión del marcador ecmB:lacZ en AX2 y padA- a 27ºC. A-Expresión del marcador 
ecmB:lacZ en AX2 a 27ºC. En el “slug” se aprecia el cono de células pstAB. La expresión del 
marcador en los culminantes se localiza en la parte inferior y superior de la bolsa de esporas como está 
señalado. B-Expresión del marcador ecmB:lacZ en el mutante padA- a 22ºC. Estructuras tipo “slugs” y 
culminantes fueron utilizados para el estudio. C-Expresión del marcador ecmB:lacZ en el mutante 
padA- a 27ºC, estructuras tipo “slug” y culminantes se recogieron para su estudio. La barra de tamaño 
es de 100micras. 
.
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2.-Diferenciación de la región pretallo. 
El análisis de los principales marcadores celulares, nos ha permitido establecer que el 
mutante padA-, es incapaz de diferenciar correctamente la región pstA ya que no hay 
expresión del marcador ecmA:lacZ en esta región, y la diferenciación de la región pstAB 
tampoco es correcta ya que el marcador ecmB:lacZ no se expresa. Estos resultados muestran 
un fallo en los mecanismos de inducción de la expresión de las regiones promotoras del gen 
ecmA y ecmB. Para profundizar en el estudio de esta falta de inducción, decidimos analizar el 
patrón de expresión espacial de los genes ecmA y ecmB utilizando técnicas de hibridación in 
situ (Escalante y Loomis, 1995). En este estudio hemos utilizado estructuras de desarrollo de 
AX2 y padA-  tanto a 22ºC como a 27ºC. 
El patrón de expresión espacial del gen ecmA en AX2 no presenta diferencias entre 
22ºC y 27ºC, por lo que en la Figura 8-A, sólo se muestra el patrón de expresión a 22ºC. A 
esta temperatura, la expresión del gen ecmA se detecta desde la fase de “mound”, en la que se 
observa como las células pretallo que lo expresan, pasan de distribuirse aleatoriamente a 
localizarse específicamente en la región apical del “mound” donde a continuación se formará 
el “tip” (Figura 8-A). El “tip” se elonga y las células pretallo que ocupan la región pretallo, 
pstA y pstO, y la región basal de las estructuras expresan correctamente el gen ecmA (Figura 
8-Ab). En los culminantes tempranos es posible observar la migración de las células pretallo 
desde el ápice de la región pretallo a la base del culminante, a través de la región preespora. 
Una vez que estas células contactan con el sustrato comienza la diferenciación terminal y la 
maduración de las células tallo. Las células tallo de la región basal de los culminantes forman 
parte de la estructura de anclaje al sustrato, esencial para que el tallo sea capaz de soportar la 
bolsa de esporas resultante de la maduración de las células preespora.  
En el mutante padA-, a la temperatura permisiva, 22ºC, las células pretallo que 
expresan el gen ecmA también se detectan desde la fase de “mound” y se localizan en la 
región apical de la estructura formando el “tip” (Figura 8-Ba). El “tip” se elonga y durante la 
fase de “first finger”, estado previo a la formación de los “slugs”, observamos el primer fallo 
en la expresión del gen ecmA. Aunque hay expresión del gen ecmA en la región pretallo 
anterior, las células pretallo que tienen que formar la región basal (Figura 8-Bb) no expresan 
el gen ecmA. En los culminantes tempranos, las células pretallo de la región basal tampoco 
expresan el gen ecmA (Figura 8-Bc).  
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A 27ºC, el patrón de expresión del gen ecmA en el mutante padA- está completamente 
alterado. Durante la larga fase de “mound” es posible detectar expresión del gen ecmA 
distribuida aleatoriamente por toda la estructura, pero no se observa migración de las células 
pretallo hacia el “tip” (Figura 8-Ca). Los “mounds” que alcanzan la fase de “slug” presentan  
unos niveles de expresión del gen ecmA muy bajos y las células pretallo que expresan el gen  
ecmA  se localizan aisladamente en todo el “slug” (Figura 8-Cb). Es posible que la baja 
expresión del gen ecmA que se observa en algunos slugs después de 36 horas de desarrollo 
(Figura 8-Cc), se dé en aquellos que tratan de continuar el desarrollo y consiguen formar 































Figura 8.- Patrón de expresión espacial del gen ecmA en AX2 y padA- a 22ºC y 27ºC. A-Estructuras 
de desarrollo de AX2 a 22ºC; “mound” (a), “slug” (b), mexican hat (c); culminante temprano (d). B-
Estructuras de desarrollo de padA- a 22ºC; “mound” (a); “first finger” (b) y culminante temprano (c). 
C-Estructuras de desarrollo de padA- a 27ºC; “mound” (a) y “slugs” en dos tiempos diferentes a las 
28h (b) y a las 36h (c). Las imágenes se tomaran con una lupa Leica. AX2 a 22ºC (40X) y padA- a 
22ºC y a 27ºC (60X). 
 A                        B                          
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 Otra población de células pretallo afectada en padA-, es la subpoblación pstAB, 
formada por células pretallo que reprimen la expresión del gen ecmA y comienzan a expresar 
el gen ecmB. El análisis del patrón de expresión del gen ecmB lo hemos realizado únicamente 
a 27ºC. Los resultados se presentan en la Figura 9. En AX2, los niveles de expresión del gen 
ecmB son muy bajos durante la fase de “mound” y sólo algunas células de la región más 
periférica del “mound” lo expresan (Figura 9-A). Durante la fase de “slug”, la expresión del 
gen ecmB se localiza específicamente en la zona central de la región pretallo (Figura 9-C). En 
los culminantes tempranos, la expresión del gen ecmB se localiza en el cono de culminación 
por el cual migrarán las células de la región pstA para formar el tallo. En los cuerpos 
fructíferos, la expresión del gen ecmB se localiza específicamente en las regiones superior e 
inferior de la bolsa de esporas  aportando rigidez a la estructura (Figura 9-E). En el mutante 
padA-, la expresión del gen ecmB durante la fase de “mound” es más intensa que en AX2 y se 
distribuye  aleatoriamente por todo la estructura (Figura 9-B). Durante la fase de “slug”, la 
expresión del gen ecmB se distribuye aleatoriamente por toda la región pretallo y preespora, 
sin una localización específica en la región pretallo central (Figura 9-D) sugieriendo una 
posible desrepresión del gen ecmB en la región preespora. En las escasas estructuras 
terminales que se forman  completamente aberrantes, la expresión del gen ecmB se localiza en  
una estructura que recuerda un posible tallo (Figura 9-F).  
 Estos resultados demuestran que el mutante padA- es incapaz de diferenciar 
correctamente la región pstA y pstAB aunque hay expresión de los genes pretallo ecmA y 
ecmB. La expresión de ambos genes no  incrementa  al avanzar el desarrollo lo cual sugiere de 
nuevo un  fallo en los mecanismos de inducción de la expresión de estos genes.  
Para completar este estudio, hemos analizado el patrón de expresión temporal de los genes 
ecmA y ecmB mediante Northern blot. El estudio del patrón de expresión temporal de los 
genes ecmA y ecmB a 22ºC (Sarafimidis, 2003). se realizó a partir de ARN total obtenido de 
muestras procedentes del desarrollo, recogidas cada 2 horas. La comparación del patrón de 
expresión en AX2 y padA- es igual en ambas cepas  solo que en padA- la expresión de los 
genes ecmA y ecmB aparece retrasada en el tiempo, lo que encaja con el retraso en 
diferenciación y desarrollo observado a esta temperatura (Sarafimidis, 2003). 
Para realizar el estudio equivalente a 27ºC, hemos comparado estructuras de 
desarrollo, en vez de tiempo transcurrido desde el inicio del desarrollo. En la Figura 10,  se 
presenta el patrón de expresión de ambos genes en AX2 y padA-. En AX2,  la expresión del 
gen ecmA se detecta desde la fase de “mound”. La expresión del gen se incrementa según 
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avanza el desarrollo y presenta un pico máximo de expresión entorno a la culminación. La 
expresión del gen ecmB se detecta levemente durante la fase de “mound”, se incrementa al 
avanzar el desarrollo y  presenta un pico de expresión coincidiendo con la culminación y la 
formación de cuerpos fructíferos. Este es el primer análisis del patrón de expresión temporal 
de los genes ecmA y ecmB a 27ºC que se realiza en el tipo silvestre, y no se observan 
diferencias entre ambas temperaturas. En padA- (Figura 10), la expresión del gen ecmA se 
detecta desde la fase de “mound” y parece descender a partir de la fase de “slug”. El patrón de 
expresión del gen ecmB se detecta claramente desde la fase de “mound” y se mantiene 
constante durante todo el desarrollo. La expresión del gen ecmB no aumenta y el desarrollo se 
mantiene bloqueado en esta fase. 
 Los resultados expuestos demuestran que ambos genes comienzan a expresarse 
correctamente en el mutante padA-, sin embargo, algún punto clave en la regulación de estos 




Figura 9.- Análisis del patrón de expresión espacial del gen ecmB mediante hibridación in situ a 27ºC. 
Las estructuras de desarrollo de los paneles A, C y E, corresponden a AX2, mientras que las 
estructuras de desarrollo de los paneles B, D y F, corresponden al mutante padA-. Todas las fotografías 
se realizaron con una Lupa Leica. La barra de tamaño es de 100 micras. 
 




Figura 10.- Patrón de expresión de los genes ecmA y ecmB durante el desarrollo de AX2 y padA- a 
27ºC. Como control de carga interno se utilizó el gen Ig7 que se expresa de manera constitutiva 
durante el crecimiento y agregación. El ARN total de AX2 y padA- se obtuvo en distintas etapas de 
desarrollo; células en crecimiento vegetativo (v), agregación (a), fase de “mound” (m), “mound” 30h 
de desarrollo (lm); “first-finger” (FF); slug (s); “slugs” tardíos (ls); culminantes tempranos (ec) y 
culminantes (c).  
 
 
 Como se ha descrito a lo largo de esta tesis, la región pretallo y concretamente la 
región pstA es heterogénea y otras subpoblaciones de células pretallo con funciones 
específicas en la culminación forman parte de ella (revisado en Williams, 2006). Para explorar 
la posibilidad de que el fallo en la diferenciación de la región pstA afecte a todas las 
subpoblaciones de células tallo que la forman, hemos analizado la distribución de otros dos 
genes pretallo que se localizan específicamente en esta región.  
 La población de células tallo definida por el marcador carB:lacZ, se localiza 
específicamente en la región pretallo anterior o pstA y su expresión es menor en la región 
pstO (Saxe et al., 1994). El marcador carB:lacZ define la expresión del gen carB, miembro de 
la familia multigénica de receptores de AMPc. Los mutantes deficientes en la expresión del 
gen carB son incapaces de formar el “tip”. Los “mounds” permenecen bloqueados en este 
estado y raramente completan el desarrollo. Además presentan alteraciones en la expresión 
del gen pretallo ecmB y en la expresión de algunos genes preespora (Yu et al.,  1996). El 
patrón de expresión espacial del gen carB (Saxe et al., 1993) solapa con el patrón de 
expresión espacial del gen  ecmA (Williams et al., 1989) pero no es idéntico a este ya que el 
gen carB apenas se expresa en la región pstO, aunque si localizadamente en el centro de la 
región pstO. El gen carB no se expresa en todas las células de la región pstA que expresan el 
gen ecmA (Saxe et al, 1993)  y además la expresión del gen carB, no es inducible por DIF-1 
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27ºC (Figura 11-A) y padA- a 22ºC (Figura 11-B) y 27ºC (Figura 11-C). Tanto AX2 como 
padA-, expresan el marcador localizado en la región pstA a 22ºC y 27ºC. Este resultado 
sugiere que los mecanismos que controlan la expresión del gen carB en la región pstA 
funcionan correctamente, lo cual pone de manifiesto la complejidad de los mecanismos 




Figura 11.- Expresión del marcador carB:lacZ en AX2 a 27ºC (A) y padA- a 22ºC (B) y a 27ºC (C). 
Las fotografías se realizaron con una Lupa Leica y la barra de tamaño es de 100 micras.  
 
 Una subpoblación de células tallo dentro de la región pstA está constituida por las 
células pretallo que forman la región del “tip”, estas células pretallo se localizan en la región 
central más anterior de la región pstA (Figura I-5). Las células pretallo del “tip” presentan 
localización nuclear del factor de transcripción CudA (Fukuzawa et al., 1997; Fukuzawa y 
Williams, 2000). El gen cudA, fue identificado en un mutante incapaz de culminar y es un 
factor de transcripción con un dominio de unión a ADN no descrito hasta el momento en 
Dictyostelium y a partir del cual parecen haber evolucionado las proteínas reguladoras STATs 
(J.Williams, comunicación personal). El patrón de expresión de cudA es específico de las 
células pretallo del “tip” y de las células preespora (Fukuzawa y Williams, 1997). CudA es 
necesario para la diferenciación de esporas ya que es necesario para la activación de los genes 
prespora cotA, cotB y cotC (Yamada, 2007). La expresión de CudA en la región del “tip” está 
mediada directamente por la traslocación nuclear de la proteína DdStatA (“Signalling 
Transducer Activator A”; Mohanty et al., 1999) en las células del “tip” (Araki et al., 1998) 
como respuesta al incremento de los niveles de AMPc mediados por la adenil ciclasa, ACA 
(Verbeke-vanWijk et al., 2001).  Las similitudes entre el fenotipo del mutante cudA- con el 
mutante padA-, ambos incapaces de culminar, y el papel fundamental de CudA en la 
diferenciación de las células pretallo de la región del “tip”, son razones importantes para 
estudiar el comportamiento de CudA en el mutante padA- a 27ºC. El análisis del patrón de 
expresión de CudA en el mutante padA- a 27ºC, nos permitió comprobar que, a pesar de la 
incapacidad para culminar que presenta el mutante, hay expresión de cudA en la región pstA y 
A                                           B                                             C
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en la región preespora (Figura 12-A). Para confirmar este resultado, hemos analizado la 
localización de CudA, utilizando un anticuerpo específico contra la proteína CudA, mAB11 
(Fukuzawa et al., 1997). En la Figura 12-B, se observa como la localización de la proteína 
CudA tanto en AX2 como en padA- a 27ºC, es nuclear en las células pretallo de la región del 
“tip” y en la región preespora. Estos resultados sugieren que algunos de los mecanismos 
moleculares que conducen a la diferenciación de las células del “tip” y al inicio de la 
culminación están funcionando correctamente, pero no son suficientes para completar la 
culminación ya que a pesar de la expresión de cudA, el mutante padA- es incapaz de culminar.  
 
Figura 12.- Expresión y localización de CudA en AX2 y padA- a 27ºC. A-Expresión del gen cudA en 
AX2 y padA- a 27ºC mediante hibridación in situ (Yamada et al., 2005). Las imágenes se tomaron con 
una Lupa Leica con 16X aumentos. B-Localización subcelular de la proteína CudA en AX2 y padA- a 
27ºC con el anticuerpo mAB11(Fukuzawa et al., 1997). La localización de CudA es nuclear y se 
localiza en las células del “tip” y en la región preespora de AX2 y padA-. Las fotografías se realizaron 
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3.-Análisis de la diferenciación celular in vitro. 
Los ensayos de diferenciación celular in vitro, son una herramienta muy útil para 
estudiar la respuesta y la capacidad de las células para diferenciarse a células tallo y esporas, 
en presencia de los principales inductores de diferenciación celular que, como se ha descrito 
en la introducción, son el AMPc y DIF-1 (Berks y Kay, 1990 ; Traynor y Kay, 1991; Wiliams, 
2006). El AMPc es necesario durante las primeras horas de la diferenciación celular para que 
las células respondan a DIF-1 pero, pasadas unas horas, vuelve a ser necesario para la 
activación de la PKA y la maduración de los principales tipos celulares (Firtel y Champman, 
1990; Harwood et al., 1992; Hopper et al., 1993; Williams et al., 1993). En los ensayos de 
diferenciación in vitro en vez de utilizar AMPc se utiliza 8-Br-AMPc, un análogo del AMPc 
no hidrolizable por fosfodiesterasas que actúa como inductor gratuito de la PKA, estimulando 
la diferenciación a esporas en ausencia de DIF-1 y la diferenciación a células tallo en 
presencia de DIF-1 (Schapp et al., 1993). Además la incorporación de 25 µM de CaCl2 en los 
ensayos de diferenciación celular ha mejorado notablemente el rendimiento, incrementado la 
eficiencia de diferenciación celular terminal (Serafimidis y Kay, 2006).  
La diferenciación a esporas se induce en presencia de AMPc. Los ensayos de 
diferenciación in vitro que hemos realizado en AX2 y padA- en presencia de 12,5 mM de          
8-Br-AMPc, nos ha permitido comprobar, que mientras la diferenciación a esporas en AX2 es 
del 80 %, sólo un 40 % de las amebas mutantes se diferencian  correctamente a esporas 
(Figura 13-A).  
La diferenciación a células tallo además de AMPc, necesita DIF-1. Los ensayos de 
diferenciación en presencia de 12,5 mM 8-Br-AMPc y 100 nM DIF-1, nos han permitido 
comprobar que un 85 % de las amebas silvestres son capaces de diferenciarse a células tallo 
maduras, perfectamente vacuolizadas. En cambio, sólo un 65 % de las amebas mutantes son 
capaces de diferenciarse a células tallo (Figura 13-B). El 35 % de las amebas padA- que no 
llegan a diferenciarse a células tallo maduras, no constituyen una población homogénea. Un 
15 % del total de estas células, permanecen como amebas sin iniciar la diferenciación 
mientras que el 20 % de las células restantes, presentan un nuevo aspecto morfológico, son 
células redondeadas y refringentes que no presentan vacuolización del contenido 
citoplasmático. Todas las observaciones de los tipos celulares se han hecho únicamente en 
base a su morfología al microscopio de campo claro. 
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Figura 13.- Diferenciación celular in vitro de AX2 y padA- en presencia y ausencia de 100 nM DIF-1. 
Las gráficas se han realizado con los datos de 3 experimentos independientes. A-Diferenciación de 
esporas. B-Diferenciación de células tallo.  
 
 Durante la realización de estos ensayos de diferenciación, observamos que en ausencia 
de DIF-1, la diferenciación a células tallo era mayor en padA- que en AX2 (Figura 13-A). En 
ausencia de DIF-1, la diferenciación de células tallo en padA- es del 18 %, mientras que en 
AX2, sólo un 5 % de las amebas se diferencian a células tallo, en estas condiciones. La 
disminución de la diferenciación a esporas en presencia de 12,5 mM de 8-Br-AMPc y el 
incremento de la diferenciación a células tallo en ausencia de DIF-1, son características 
fenotípicas que presentan algunos mutantes con elevada sensibilidad a DIF-1. La sensibilidad 
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a DIF-1 puede deberse a una elevada producción de DIF-1 endógeno o bien a que los 
mecanismos de respuesta a DIF-1, están alterados. Para analizar la sensibilidad a DIF-1 del 
mutante padA-, realizamos un ensayo de diferenciación celular in vitro, utilizando diferentes 
concentraciones de DIF-1. En la Figura 14-A, se muestra el resultado de este análisis. En 
ausencia de DIF-1, un 18 % de amebas mutantes se diferencian a células tallo mientras que 
solo un 8 % de las amebas silvestres lo hacen en estas condiciones. En presencia de 10 nM 
DIF-1, la diferenciación a células tallo de las amebas mutantes es del 45 %, mientras que sólo 
un 20 % de las amebas silvestres forman células tallo a esta concentración de DIF-1. En 
presencia de 100 nM DIF-1, condiciones óptimas para la diferenciación de este tipo celular, 
sólo un 45 % de las amebas mutantes se diferencian a células tallo, en cambio, la 
diferenciación a células tallo en el tipo silvestre alcanza niveles del 80%. Estos resultados 
ponen de manifiesto que los niveles basales de diferenciación a células tallo en padA- son 
mayores que en AX2, tanto en ausencia de DIF-1 como en presencia de concentraciones bajas 
de DIF-1. Además, en presencia de concentraciones bajas de DIF-1, el porcentaje de células 
tallo diferenciadas, alcanza valores cercanos a los que se obtienen en presencia de 100 nM 
DIF-1. En cualquiera de los dos casos, la diferenciación de células tallo en padA- es del 40 %. 
La sensibilidad a bajas concentraciones de DIF-1, también se manifiesta en la 
diferenciación del otro tipo celular, las esporas. En AX2, la capacidad de diferenciación a 
esporas disminuye progresivamente según aumenta la concentración de DIF-1 (Kay et al., 
1988). Como se muestra en la figura 14-B, en presencia de 12,5 mM 8-Bromo-AMPc y 
ausencia de DIF-1, condiciones óptimas para la diferenciación de este tipo celular, AX2 
forma un 75 % de esporas. En presencia de 10 nM de DIF-1, la diferenciación a esporas decae 
hasta un 40 %. Concentraciones de DIF-1 de 50 nM, comienzan a tener un efecto en la 
diferenciación de esporas y menos de un 20 % de las amebas silvestres se diferencian a 
esporas. En presencia de 100 nM DIF-1, el porcentaje de esporas diferenciadas es inferior al 5 
%. En el mutante padA-, la diferenciación de esporas en condiciones óptimas, es de tan solo 
un 40 %. En presencia de 10 nM de DIF-1, la diferenciación a esporas decae dramáticamente 
y sólo un 5 % de las amebas mutantes se diferencian a esporas. Concentraciones elevadas de 














































Figura 14.- Sensibilidad a DIF-1 de AX2 y padA- en ensayos de diferenciación celular in vitro. Las 
gráficas se han realizado con los datos de 3 experimentos independientes. A-Diferenciación de células 
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 Estos experimentos muestran que tanto la sensibilidad a DIF-1 como la respuesta a 
éste, no funcionan correctamente en el mutante padA-, que fue aislado originalmente por su 
incapacidad para responder a DIF-1, en un ensayo de inducción del marcador ecmB:lacZ en 
presencia de 100 nM DIF-1. Como era de esperar, el mutante padA- recapitulado en el fondo 
silvestre, no presenta inducción del marcador ecmB:lacZ en presencia de 100 nM DIF-1, 
mientras que el tipo silvestre si presenta inducción del marcador en las mismas condiciones 
(Figura 15). Todos estos resultados sugieren que los mecanismos que regulan la respuesta al 
morfógeno, DIF-1, están alterados en padA- y por esta razón la diferenciación terminal 
permanece bloqueada en estados intermedios. Las amebas parecen responder a las primeras 
señales de diferenciación mediadas por la presencia de AMPc, siendo capaces de iniciar la 




   

















Figura 15.- Ensayo de inducción in vitro, del marcador ecmB:lacZ en presencia de 100 nM DIF-1. 
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 Para estudiar el defecto en los mecanismos de respuesta a DIF-1, hemos analizado la 
respuesta de otros genes inducibles por DIF-1. La expresión del gen ecmA in vitro depende de 
la acción del factor de transcripción MybE (Zhuzoskaya et al., 2006). Como ya se ha descrito 
en la introducción, MybE coopera con los factores de transcripción DimA y DimB en la 
regulación transcripcional del gen ecmA. El factor de transcripción MybE, se une a una región 
de 22 pb de la región más proximal del promotor del gen ecmA. El marcador 4x22mer:lacZ,  
es un multímero de esta región, que nos permite estudiar la inducción del gen en presencia de 
DIF-1, además se expresa en todas las células pretallo en AX2 (Fukuzawa et al., 2006). Los 
ensayos de inducción del marcador realizados a 22ºC, nos indican que la inducción en 
presencia de 100 nM DIF-1, es del 90 % en AX2 y del 60 % en padA- (Figura 16-A). En 
cambio, los niveles basales de inducción del marcador en ausencia de DIF-1, están 
desregulados en padA-, porque los niveles de expresión del marcador en ausencia del 
morfógeno, son mayores en padA- que en AX2 (Figura 16-A). Por el momento, la 
interpretación de este resultado es muy compleja pero de nuevo sugiere que los mecanismos 
implicados en la respuesta a DIF-1, están desreprimidos en padA-.  
Para completar este estudio analizamos la expresión del marcador in vivo (Fukuzawa 
et al., 2006). A 27ºC, la expresión del marcador se localiza en todas las células pretallo de 
AX2, es decir en la región pstAO y las ALCs (Figura 16-B). Por el contrario, la expresión del 
marcador en padA- está deslocalizada y se observa expresión en algunas células pretallo de la 
región pstA, en algunas células pretallo de la región pstO, e incluso en la región prespora 
(Figura 16-B). En ningún caso, hemos observado localización específica de este marcador en 
toda la región pretallo lo que complementa los datos obtenidos in vitro y pone de manifiesto 
los defectos para la inducción del marcador en la región pretallo y su desrepresión en la región 
preespora.  
 Como MybE es necesario para la expresión del gen ecmA hemos analizado la 
inducción del gen ecmA en un ensayo de diferenciación in vitro mediante RT-PCR 
(Zhukovskaya et al., 2006). Cuando realizamos este ensayo a 22ºC, en AX2 comprobamos 
que la expresión del gen ecmA se induce claramente en presencia de 10 nM de DIF-1 y los 
niveles de expresión incrementan al aumentar la concentración de DIF-1 a 100 nM. En el 
mutante padA-, comprobamos que en ausencia de DIF-1 hay expresión del gen ecmA que se  
incrementa en presencia de 10 nM de DIF-1, pero no aumenta en presencia de 100 nM DIF-1 
(Figura 17). Este resultado es coherente con los resultados obtenidos en los ensayos clásicos 
de diferenciación in vitro, en los que la diferenciación a células tallo en ausencia de DIF-1, es 
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mayor en el mutante padA- que en AX2 y el mayor porcentaje de diferenciación se obtiene 
con concentraciones de DIF-1 bajas (10 nM).  
 
 
Figura 16.- Análisis de la expresión del marcador 4x22mer:lacZ en ensayos in vitro e in vivo. 
 A- Ensayo de inducción in vitro del marcador 4x22mer:lacZ en presencia de 100 nM de DIF-1. Los 
datos que se representan corresponden a un ensayo realizado por cuadriplicado. B-Expresión in vivo 
del marcador 4x22mer:lacZ en AX2 y padA- a 27ºC. Las células que expresan el marcador se 
desarrollaron hasta la fase de “slug”, momento en el cual se recogieron para la fijación y tinción. Las 







Figura 17.- Análisis de la inducción del gen ecmA en AX2 y padA- a 22ºC en presencia de diferentes 
concentraciones de DIF-1 mediante RT-PCR. 
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4.-La mutación padA- es autónoma celular. 
En Dictyostelium se pueden mezclar amebas de distinta procedencia y generar 
quimeras de desarrollo que permiten analizar el comportamiento de las distintas poblaciones 
de células (Strassman et al., 2000). La mezcla de distintas proporciones de amebas silvestres 
con amebas mutantes, nos permite saber si los mutantes presentan un defecto no autónomo 
celular y recuperan el fenotipo silvestre en la mezcla o si, por el contrario, el mutante presenta 
un defecto autónomo celular y la mezcla no es capaz de rescatar el fenotipo mutante.  
Para comprobar si la mutación en el alelo padA es autónoma celular o no, hemos 
realizado en quimeras de desarrollo tanto a 22ºC como a 27ºC. A 22ºC, los resultados previos 
demostraron que un 10% de células AX2 no era suficiente para la recuperación del fenotipo 
mutante, ya que el retraso en desarrollo no era corregido (Sarafimidis, 2003).  
Los experimentos que hemos realizado a la temperatura restrictiva, 27ºC, refuerzan 
estos resultados. Tras mezclar distintas proporciones de células silvestres, 5 %, 10 %, 20 % y 
50 %, con células mutantes, todas las quimeras analizadas presentaban un fenotipo mutante 
durante el desarrollo. En ningún caso observamos recuperación del patrón de desarrollo 
silvestre, aunque las quimeras con un 20 % o un 50 % de células silvestres  presentan una 
recuperación parcial del fenotipo mutante, proporcional al porcentaje de amebas silvestres en 
la mezcla (Figura 18). Este rescate parcial del fenotipo se manifiesta en un ligero incremento 
en el número de cuerpos fructíferos que se forman a 27ºC.  
Es posible, que como el mutante padA- es incapaz de diferenciar correctamente las 
subpoblaciones de células pretallo pstA y pstAB, la recuperación parcial del fenotipo mutante 
se deba a que las células silvestres, suplan el defecto de diferenciación de la población pstA. 
Para visualizar el destino de las células silvestres en las quimeras, se mezcló un 5 % de 
células AX2 que expresan constitutivamente la construcción A15:GFP, que permite visualizar 
en la lupa de fluorescencia el destino de la población marcada. A 27ºC, el destino del 5 % de 
células AX2 que expresan la construcción A15:GFP, es la región pstA (Figura 19-A). Este 
comportamiento, no se observa a 22ºC (Figura 19-B). Una vez formada la región pstA y por 
lo tanto superado el bloqueo en diferenciación existente, las funciones de las células pstA se 
recuperan y el desarrollo continúa. Cuando se analiza la fluorescencia en los culminantes 
tempranos que se forman como consecuencia de la recuperación parcial del fenotipo mutante, 
la fluorescencia se distribuye homogéneamente por toda la estructura y no se localiza 
específicamente en la región pretallo (Figura 19-C y 19-D). El comportamiento de padA- en 
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las quimeras, es típico de los mutantes llamados “cheaters”. Estos mutantes, en ocasiones, 
presentan un defecto en la diferenciación de alguna sub-población de células tallo y son 
capaces de engañar a la  población silvestre para que forme el tipo celular para el cual son 
defectuosos,  enriqueciéndose de esta manera la proporción de amebas mutantes en la masa de 
esporas, (Dao et al., 2000; Foster et al., 2005). 
 
 
                        
Figura 18.- Desarrollo en quimeras de AX2 y padA- a 27ºC. Para la realización de las quimeras se han 
mezclado distintas proporciones de células del tipo silvestre con el mutante padA- y se han 







Figura 19.- Desarrollo en quimeras de Ax2 y padA- a 27ºC. Para la realización de la quimera se ha 
utilizado un 5 % de células AX2 que expresan la proteína verde fluorescente, GFP. Las fotografías 
fueron realizadas por I.Sarafimidis en el laboratorio del Profesor Rob Kay en el MRC, Cambridge. 
.
  27ºC                                   22ºC
 5% AX2/A15GFP
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Estudio molecular. 
1.-Identificación del gen padA. 
La identificación del gen padA (DDB0186942) se realizó mediante la técnica de PCR 
inversa a partir del mutante REMI original (Sarafimidis, 2003). La base de datos 
www.dictybase.org contiene toda la información del genoma y es una herramienta excelente 
para la identificación de genes y el análisis bio-informático de los mismos. La base de datos, 
asigna el gen padA al cromosoma número 4 del genoma de Dictyostelium discoideum. La 
predicción en la base de datos indica que la secuencia genómica de padA tiene una franja de 
lectura abierta de 1166 pb, distribuída en 3 exones y 2 intrones. La secuenciación de la región 
codificante del gen padA  nos permitió comprobar que padA sólo tiene un intrón que va de la 
posición, +1001 a la posición +1162 de la franja de lectura (+1 ATG). Este procesamiento da 
lugar a un segundo exón formado por 4 nucleótidos, 3 de los cuales son el codón de parada de 
la transcripción (Figura 20). La proteína PadA tiene 301 aminoácidos y un peso molecular 

















Figura 20.- Secuencia genómica del gen padA. El gen padA tiene una franja de lectura abierta de 
+1166 pares de bases. El intrón aparece marcado en color naranja. El punto de inserción del cassete de 
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2.-Identificación de la disrupción y naturaleza de la mutación. 
 El mutante padA- recapitulado en el fondo silvestre y con el que se ha realizado la 
caracterización del fenotipo, presenta una inserción del cassete de resistencia a blasticidina en 
la posición +828 del gen padA (Figura 20). El mutante original presentaba una inserción en la 
posición +768 del gen padA y el fenotipo en desarrollo que presentaba era más dramático. 
Como no se pudo obtener una cepa con una delección total del gen padA, a pesar de utilizar 
diferentes estrategias (Serafimidis, comunicación personal), la mejor aproximación para 
reproducir la mutación original, fue la inserción del cassete de blasticidina en la posición 
+828 del alelo padA. Esta disrupción origina una proteína truncada de 276 aminoácidos, 
PadAD276 que carece del 10 % de la región C-terminal. La diferencia entre la proteína 
silvestre y la proteína truncada es de 25 aminoácidos. 
Como consecuencia del remplazamiento génico, el mutante padA- recreado, presenta 
un fenotipo termosensible en crecimiento y desarrollo. Nuestra interpretación del fenotipo es 
que a la temperatura permisiva 22ºC, la proteína PadAD276 conserva parcialmente sus 
funciones y el mutante padA- es capaz de crecer y continuar el desarrollo. A la temperatura 
restrictiva, 27ºC, como padA es un gen esencial, estamos observando el fenotipo de falta de 
función total del gen, el mutante padA- es incapaz de crecer y el desarrollo está totalmente 
bloqueado. Formalmente, no podemos excluir la posibilidad de que la proteína, PadAD276 se 
comporte como un dominante negativo.  
 Para explorar ambas posibilidades, realizamos una serie de construcciones con las que 
analizamos el nuevo fenotipo mutante. Si la mutación padA tiene como consecuencia la 
pérdida de función de la proteína, la construcción que expresa de manera constitutiva la 
secuencia genómica del gen padA (A15:padA), debe rescatar el fenotipo en crecimiento y 
desarrollo del mutante padA- a 27ºC. Como se observa en la Figura 21, la construcción rescata 
el fenotipo en desarrollo de padA- a la temperatura restrictiva, 27ºC y el crecimiento a esta 
temperatura también se recupera. La expresión constitutiva de la forma truncada de la 
proteína PadAD276 en AX2, nos permitió comprobar que la proteína no es funcional ni a 
22ºC  ni a 27ºC (Figura 22-A), ya que la expresión de esta forma truncada no interfiere ni en 
el crecimiento ni en el desarrollo del tipo silvestre. En el mutante padA-, la expresión de esta 
forma truncada tampoco rescata el fenotipo mutante a 27ºC (Figura 22-B). Ambos resultados 
confirman que el alelo padA-, no es un dominante negativo y la termosensibilidad del alelo 
padA-, nos permite estudiar el fenotipo de un gen que es esencial para el crecimiento y 
desarrollo de Dictyostelium. Estos resultados además  ponen de manifiesto la importancia 
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biológica de la región C-terminal de la proteína PadA ya que la pérdida de tan solo un 10% de 
esta región tiene dramáticas consecuencias fenotípicas. 
 
 
Figura 21.- Complementación del fenotipo del mutante padA- con la construcción A15:padA.Los 
desarrollos se realizaron sobre filtros de nitrocelulosa y las imágenes se han tomado en una Lupa Leica 
a 6.3X aumentos. 
 
 
Figura 22.- Expresión de las construcciones A15:padA1 y A15:padAD276 en AX2 y padA- a 
22ºC y a 27ºC. A-Expresión de las construcciones en AX2 a 22ºC y 27ºC. B-Expresión de las 
construcciones en padA- a 22ºC y 27ºC. Los desarrollos se realizaron sobre filtros de 
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3.-PadA es una proteína del tipo NmrA. 
 Cuando se identificó originalmente el gen padA, era un gen desconocido y para el cual 
la información disponible sobre dominios funcionales en la base de datos del genoma 
www.dictybase.org era nula. Realizando búsquedas de dominios funcionales en otras bases de 
datos, encontramos que PadA tiene un dominio estructural asociado a la superfamilia de 
proteínas “NAD/P-binding Rossman fold” (PFAM: www.sanger.ac.uk). Recientemente 
nuevas actualizaciones en la base de datos de Dictyostelium apoyan estos resultados. Como se 
ha descrito en la introducción, esta superfamilia de proteínas se caracteriza porque poseen un 
dominio “Rossman-fold” en la región N-terminal. Dentro de esta gran superfamilia de 
proteínas, la proteína PadA presenta elevada similitud estructural con la familia de proteínas 
oxidoreductasas dependientes de tirosina, o también conocidas como “SDR proteins”. Dentro 
de esta familia de proteínas, nuestra hipótesis es que los homólogos más próximos a PadA 
pertenecen al grupo de las proteínas NmrA, y como se ha descrito en la introducción, las 
proteínas de este tipo mantienen la estructura tridimensional pero han perdido la actividad 
enzimática porque carecen del consenso TyrXXXLys, esencial para la actividad. La proteína 
PadA, como se verá más adelante, también ha perdido el dominio catalítico. Las proteínas 
tipo NmrA mejor estudiadas, son la proteína Nmr1 (N. crassa) y NmrA (A. nidulans), ambas 
proteínas actúan como reguladores negativos de la transcripción en hongos.  
 La primera aproximación para comprobar si PadA podría ser un nuevo tipo de proteína 
NmrA, fue la comparación de las secuencias de aminoácidos de PadA, (D. discoideum), Nmr1 
(N. crassa) y NmrA (A. nidulans). La homología a nivel de secuencia entre Nmr1 y NmrA es 
del 60 %, sin embargo la homología de ambas secuencias con PadA es del 16 % con Nmr1 y 
del 11 % con NmrA. La homología a nivel de secuencia es muy baja y dispersa pero se 
concentra a lo largo de la secuencia, en las regiones donde se encuentran los principales 
dominios funcionales de las proteínas (Figura 23). 
 Ya que la homología a nivel de secuencia era muy baja y como existe el cristal de la 
estructura de la proteína NmrA (Stammers et al., 2001), decidimos realizar un modelo 
tridimensional teórico de la estructura de la proteína PadA para lo cual establecimos una 
colaboración con el Laboratorio de Microscopia Electrónica y Reconstrucción de 
Macromoléculas del CIB dirigido por el Dr. Oscar Llorca. Empleando técnicas de “threading” 
obtuvimos una predicción tridimensional de la estructura de la proteína PadA que hemos 
comparado con la estructura resuelta de NmrA (Figura 24 y Figura 25). 
 
  97 
  
N.crassa          MPAEILSELPLRPAPRDIKIPNAMHNEERRHKHSRSSYSEMSPLMSRNNSLTWRPAKRPM 60 
D.discoideum      -------------------------------MQTNITSTKMSILVTGGTGVVGRQVVKSL 29 
                                                  ::. : ::** *:: ...:. * . :.: 
 
N.crassa          PTPDKTIAVINAAGRQAASFIRVATAVGFHVRAQMRNLEGVVATEVSTNPN-VTVLQGEL 119 
D.discoideum      ELREKNINIRVGGRDQDK-----CNQLGFGKNSTFTRFDFMDPTTWDKSLEGVDRVFLIA 84 
                     :*.* :  ..  *       .. :**  .: : .:: : .*  ... : *  :     
 
N.crassa          YTKETPAESDKGQCVDVTKNGPISGIGVNDALISELFRGAQLAFINTTFYGDEERIGMAL 179 
D.discoideum      LPMDPTPEKSLGPFIEKCKERKLKKIVVLSVIDAERVP---------------------- 122 
                   . :...*.. *  ::  *:  :. * * ..: :* .                        
 
N.crassa          ADAAKKAGVQHYVYSSMPDHHAYNKDWPSLPLWASKHRVEDYVKEIGIPATFVYTGIYNN 239 
D.discoideum      -----------------------------------LVKIEQMVQGSGLTFVILRPPFFSE 147 
                                                       ::*: *:  *:. .:: . ::.: 
 
N.crassa          NFTSLPYPLFCTDLQPDGSWIWQAPFHPNAKLPWLDAEHDVGPAILQIFKDGVKKWGGGK 299 
D.discoideum      NFSEG----FMKHDIDQGTIRVPVGEHS---VNWIS-THDIGECASIVLMD--SKFDGRT 197 
                  **:.     * ..   :*:    .  *.   : *:.  **:* .   :: *  .*:.* . 
 
N.crassa          RIALAYEMLTPLEACEVFSRGVRRPVRYVRGPIEVKVKIPEGYRIQLEALEELFNLHNED 359 
D.discoideum      IEITGPKPINFKELSEVVSKNVGKQIRFEDIKPQEYKKCLMDRGISEPSANYLNELFTSA 257 
                      . : :.  * .**.*:.* : :*:     :   *   .  *.  : : * :*...  
 
N.crassa          PEKQPPYFGDIELERSSPRAALELWEGPRGLEEYAREVFPLEEQRNGLTWMIEEYDGGGG 419 
D.discoideum      REDK--------LSKCTKGVNEITGHDPRSFEQFAKETFSNTSGSCTSKPVI-------- 301 
                   *.:        *.:.:  .     ..**.:*::*:*.*.  .     . :*         
 
N.crassa          NNIGNNHNNHHQQEEHYQHQNGHQNGHNGINGHIVNGGVDSESEEEDSDSDDEGLVMRGN 479 
D.discoideum      ------------------------------------------------------------ 
                                                                               
 
N.crassa          KRADEEWLA 488 
D.discoideum      --------- 
 
 
Figura 23.- Comparación de secuencias de las secuencias de aminoácidos de las proteínas Nmr1 
(N. crassa) y PadA (D. discoideum) con el programa Clustalw (www.eci.ab.uk/clustalw). La 
homología entre ambas secuencias es de tan solo 11 % y la mayor densidad se concentra en la 
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3.1.-Identificación de dominios funcionales en PadA.  
 La superposición de la estructura tridimensional teórica de PadA con la estructura de 
NmrA (Stammers et al., 2001) permite comprobar que los principales dominios funcionales 
de NmrA se encuentran conservados en PadA en posiciones semejantes (Figura 25). Ambas 
proteínas presentan una estructura tridimensional tipo Rossman-fold, asociada al grupo de las  
oxidoreductasas dependientes de tirosina o “familia SDR”. El “Rossman fold” tiene dos 
motivos estructurales característicos, uno implicado en la actividad enzimática de las 
proteínas y otro de interacción con dinucleótidos.  
 Todas las proteínas de esta familia que tienen actividad enzimática, se caracterizan 
porque el “Rossman-fold” presenta una secuencia consenso, TyrXXXLys, situada en la                 
α-hélice-5 de la proteína (Figura 24; Stammers et al., 2001). En NmrA, el equivalente 
estructural al consenso, presenta la secuencia MetXXXLys. En PadA, el equivalente 
estructural está compuesto por los residuos ValXXXLys (Figura 24; color rojo). Tanto NmrA 
como PadA han perdido la tirosina, esencial para la actividad enzimática ya que los 
aminoácidos, metionina y valina caracen de actividad catalítica. La ausencia de este dominio, 
permite suponer que ambas proteínas han perdido la actividad enzimática y las proteínas han 
adquirido otras funciones, una de las cuales podría ser la función reguladora como en NmrA 
(Stammers et al., 2001).  
 El otro dominio característico del “Rossman fold”, es el de interacción con 
dinucleótidos. La interacción con los dinucleótidos o cofactores, ocurre en una región que 
presenta un consenso de 3 glicinas, GlyXXGlyXXGly (Mullichak et al., 1999). 
Estructuralmente las glicinas se disponen de forma que permiten la interacción con los 
dinucleótidos. En PadA, el consenso de las glicinas está perfectamente conservado,  
G16XXG19XXG22 (Figura 24, color amarillo), por el contrario, NmrA presenta la secuencia 
AsnXXGlyXXAla y aunque el consenso de unión a dinucleótidos no es perfecto, la 
cristalización de la proteína con el cofactor NAD demuestra la interacción (Stammers et al., 
2001). Estudios posteriores han demostrado que NmrA une específicamente NAD y además 
es capaz de discriminar entre formas oxidadas y reducidas  con una mayor afinidad por NAD+ 
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La región C-terminal de ambas proteínas, presenta mayor heterogeneidad pero la 
superposición de ambas estructuras permite comprobar su similitud estructural. La región          
C-terminal de ambas proteínas, está formada por 2 láminas β y 5 α-hélices (Figura 25). La 
región C-terminal de NmrA está implicada en la interacción con los factores de transcripción 
tipo GATA. Tanto los datos genéticos (Kudla et al., 1990) como los moleculares (Young et 
al., 1990), permitieron demostrar que en la α-hélice 5 de NmrA existen 2 residuos, histidina y 
aspartato,  H194D195, implicados en la interacción específica con el factor de transcripción 
AreA (Kudla et al., 1990). Como se observa en la Figura 24 (color rosa), PadA presenta en la 
α-hélice 5 una región de aminoácidos cargados donde están los residuos histidina y aspartato, 
H178D179. Esta conservación de residuos nos permite suponer que PadA tiene capacidad 
para interaccionar con otras proteínas que bien pueden ser factores de transcripción tipo 
GATA, o bien otro tipo de proteínas. La región C-terminal de Nmr1 y NmrA es necesaria 
para la actividad biológica de la proteína ya que las mutaciones puntuales realizadas en esta 
región en Nmr1, tienen como consecuencia la pérdida de la represión por metabolito de 
amonio y los mutantes presentan un fenotipo parcialmente desreprimido en presencia de 
fuentes preferentes de nitrógeno (Young et al., 1990; Young y Marzluf, 1991). Además esta 
región, parece estar implicada en la estabilidad de la interacción con los factores GATA ya 
que la falta de los 104 últimos nucleótidos en Nmr1 (Nmr1∆104) tiene como consecuencia la 
pérdida de función de la proteína en N. crassa. Sin embargo  la pérdida de los últimos 96 
nucleótidos, Nmr1∆96,  no afecta a la función de Nmr1 (Fu y Marluf, 1990). En PadA, otro 
dato indirecto que apunta a la funcionalidad de la región C-terminal, es que la pérdida de tan 
solo un 10 % de la región C-terminal, PadAD276, (delección equivalente a Nmr1∆104; 
Figura 23) provoca la falta de función de la proteína, lo cuál pone en evidencia el papel 




















Figura 24.- Estructura cristalizada de la la proteína NmrA (Stammers et al., 2001) y modelización de 
la estructura de PadA utilizando métodos de “threading”. Ambas estructuras poseen un dominio 
Rossmand fold característico en la región N-terminal. El dominio de interacción con dinucleótidos está 
marcado en amarillo, el dominio en color rojo es el equivalente estructural del consenso TyrXXXLys 
que en este caso ambas proteínas han perdido. La región C-terminal de ambas estructuras es más 
heterogénea, pero en la misma posición ambas proteínas presentan un dominio de interacción con 





Figura 25.- Superposición de la estructura de Nmr1 y PadA. En detalle se muestra la identidad de los 
residuos conservados en el dominio de interacción con factores GATA (panel superior) y el dominio 
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3.2.-Validación del modelo estructural. 
Nuestro modelo estructural es teórico y una aproximación para validarlo, es la 
mutación de los residuos conservados de los principales dominios funcionales. Si el modelo 
estructural es correcto, la mutación de estos residuos debe conllevar la pérdida de función de 
la proteína que podemos observar en el fenotipo del mutante padA-. Las mutaciones puntuales 
que se han realizado en los dominios funcionales de NmrA anulan la actividad de la proteína, 
sin alterar la conformación tridimensional de la misma. Tomando como referencia las 
mutaciones de NmrA, hemos realizado las mutaciones puntuales equivalentes sobre la 
estructura de PadA.  
En NmrA, se ha demostrado que los residuos treonina 14, T14 e histidina 37, H37 son 
necesarios para la interacción con el cofactor NAD (Stammers et al., 2001). Las       
mutaciones puntuales realizadas en cualquiera de ambos residuos, disminuyen la afinidad de 
unión con el cofactor, sin romper la conformación estructural del Rossman-fold (Lamb et al., 
2004). En PadA, la treonina equivalente a T14 está en la posición 18, T18. La mutación 
puntual de este residuo a Valina (T18V) no debería afectar a la estructura tridimensional del 
Rossman-fold, aunque si debería desestabilizar la interacción con el núcleo de contacto de los 
dinucleótidos (Lamb et al., 2004). La expresión de la proteína PadAT18V, no interfiere en el 
desarrollo de AX2 ni a 22ºC ni a 27ºC y no rescata el fenotipo mutante padA- a 27ºC como lo 
hace la construcción control, A15:padA1 (Figura 26-A). Este resultado sugiere que este 
dominio es necesario para la función de PadA y al igual que en NmrA, podría estar implicado 
en la interacción con cofactores que modulan la función de la proteína en respuesta a cambios 
intracelulares, estado redox, estado metabólico, pH intracelular. Las mutaciones puntuales en 
la región C-terminal de NmrA anulan la interacción con los factores de transcripción GATA 
(Kudla et al., 1990). En NmrA la doble mutación puntual E193Q/D195N conlleva la pérdida 
de la interacción con AreA, sin afectar a la capacidad de unión a cofactores (Kudla et al., 
1990; Lamb et al., 2004). En PadA, hemos realizado la doble mutación puntual 
H178A/D179N, que  anula la interacción con proteínas. La expresión de la proteína 
PadAH178A/D179N no tiene ningún efecto sobre el desarrollo de AX2, ni a 22ºC ni a 27ºC. 
 La expresión de esta construcción tampoco rescata el fenotipo padA- a 27ºC (Figura 
26-B), lo cual sugiere de nuevo que este dominio también es necesario para la función de la 
proteína y podría estar implicado bien en la interacción con factores de transcripción GATA, 
bien en la interacción con otro tipo de factores de transcripción. Estos resultados nos permiten 
validar nuestro modelo estructural teórico y dotar de funcionalidad a ambos dominios aunque 
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Figura 26.- Expresión de las proteínas mutantes en AX2 y padA- a 22ºC y a 27ºC. A- Expresión de la 
construcción A15:padAT18V en AX2 y padA-, a 22ºC y 27ºC. La mutación puntual T18V anula el sitio 
de interacción con cofactores sin romper la conformación estructural del “Rossman fold”. B-Expresión 
de la construcción A15:padAH178AD179N en AX2 y padA-, a 22ºC y 27ºC. La doble mutación 
puntual anula el sitio de interacción con factores GATA. Los desarrollos se realizaron en filtros de 
nitrocelulosa y las fotografias del desarrollo se realizaron a las 36 horas en los desarrollos a 22ºC y a 
las 48h, en los desarrollos a 27ºC. Las fotografias se realizaron en una Lupa Leica a 6.3X para las 
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4.-Localización subcelular de PadA. 
 El estudio de la localización subcelular de PadA lo hemos realizado con la fusión 
traduccional de PadA a la proteína verde fluorescente, GFP. La primera fusión traduccional 
que realizamos en la región C-terminal de la proteína PadA, PadAGFP, se expresaba 
correctamente durante el crecimiento vegetativo ya que era posible observar fluorescencia 
verde en las células, sin embargo, no rescataba el fenotipo en desarrollo de padA-. Si 
analizamos este resultado junto al de la falta de función de la proteína  PadAD276  podemos 
concluir que la región C-terminal de la proteína PadA es necesaria para la correcta función de 
la proteína, ya que tanto la falta de la región C-terminal como el bloqueo de esta región con 
otra proteína, inactivan la función de PadA.  
 La fusión traduccional de la proteína GFP en la región N-terminal de PadA, 
GFPPadA, se expresaba correctamente durante el crecimiento vegetativo y rescata el fenotipo 
padA- a 27ºC. Por esta razón, utilizamos esta cepa para el estudio de la localización subcelular 
de la proteína PadA durante el crecimiento vegetativo aunque la proteína se exprese 
constitutivamente. El estudio de la localización subcelular de PadA se realizó mediante 
microscopia confocal. 
 Durante el crecimiento vegetativo, es decir en presencia de nutrientes, PadA se 
localiza por toda la célula. La observación al microscopio confocal, nos ha permitido observar 
una distribución homogénea de la fluorescencia (Figura 27-A) y en ningún caso se observa 
que la fluorescencia se concentre en el núcleo (azul, DAPI) o en otros orgánulos (Figura 27-
A). Como PadA se localiza por toda la célula y los resultados moleculares obtenidos, apuntan 
a una posible interacción con factores de transcripción, hemos estudiado la localización de 
PadA en otras condiciones para comprobar si existe algún cambio en la distribución de la 
fluorescencia. Es posible que la función de PadA sea necesaria durante las primeras fases de 
desarrollo bien para responder ante la falta de nutrientes bien para la adaptación celular a las 
nuevas condiciones. Para comprobar esta hipótesis, hemos recogido células que están 
creciendo activamente y las hemos dejado durante 20 minutos en un tampón fosfato a pH 6,3, 
condiciones que estimulan las señales de falta de nutrientes. Pasado este tiempo hemos 
observado la fluorescencia y es posible detectar un ligera concentración de la fluorescencia en 
la región que coincide con el núcleo (Figura 27-B). El análisis detallado de cada una de las 
series-z sugiere que hay un cambio en la localización de PadA, que parece incrementar 
ligeramente su presencia en el núcleo como respuesta a la falta de nutrientes (Figura 27-B). 
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Figura 27.- Localización subcelular de la proteína PadA en condiciones óptimas de crecimiento, 
ausencia de nutrientes y ausencia de nutrientes y amonio. Imágenes de microscopia confocal tomadas 
de la proteína PadA (GFP) y los núcleos (DAPI). A-Localización subcelular de PadA en condiciones 
normales de crecimiento. B-Localización subcelular de la proteína PadA tras 20 minutos en ausencia 
de nutrientes C-Localización subcelular de la proteína PadA en ausencia de nutrientes y presencia de 
50 mM de  ClNH4. 
 
 
 Estos resultados son preliminares y requieren un estudio más detallado, ya que la 
construcción GFPPadA, se expresa constitutivamente, por lo que no podemos extraer 
conclusiones definitivas. Probablemente la proteína PadA no es muy abundante, por lo que 
quizá, no toda la proteína PadA se trasloca al núcleo en estas condiciones. Una de las 
hipótesis de trabajo en NmrA es que éste controla la entrada al núcleo del factor AreA en 
presencia de fuentes preferentes de nitrógeno, pero otros estudios también demuestran que 
NmrA permanece en el núcleo unido a AreA en presencia de fuentes preferentes de nitrógeno 
(Bernreiler et al., 2007). Como NmrA responde a la presencia de nutrientes en el medio  
hemos comprobado si la presencia de amonio afecta a la entrada al núcleo de GFPPadA. Tras 
incubar las células 20 minutos en tampón fosfato y en presencia o ausencia de 50 mM 
deNH4Cl, no hemos observado cambios en la distribución de la fluorescencia y PadA se 
localiza por toda la célula (Figura 27). 
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5.-Genes desregulados en el mutante padA-. 
 Nuestros resultados demuestran que PadA es una proteína tipo NmrA y por lo tanto, 
debe interaccionar con Factores GATA. En el genoma de D.discoideum existen 21 genes con 
dominios GATA de unión a ADN y hasta la fecha los experimentos que hemos realizado para 
identificar las proteínas que interaccionan con PadA son muy preliminares. 
 En un intento de identificar posibles genes regulados por PadA y dada la naturaleza de 
la proteína así como la sensibilidad del mutante padA- a la presencia de amonio extracelular, 
decidimos analizar la expresión de los genes amtA y amtC, ambos transportadores de amonio 
(“ammonium transporter genes A y C ”; Folstaedt et al., 2003; Kristen et al., 2005; Singleton 
et al., 2006). Antes de analizar la expresión de estos genes en padA-, realizamos un análisis 
informático de los promotores de ambos genes utilizando el programa informático 
“MatInspector” (www.Genomatix.de). Este programa permite la identificación de sitios 
putativos de interacción con factores de transcripción. En esta caso, hemos buscado 
específicamente la presencia de sitios Nit-2 (Fu y Marzluf, 1990) dominio de unión del factor 
de transcripción Nit-2, cuya actividad está modulada por Nmr1. En el análisis del promotor 
del gen amtA encontramos 2 sitios Nit-2, el primero en la posición -3 a -9 con una 
probabilidad de 0.993 (TATCaaa) y el segundo en la posición -145 a -151 con una 
probabilidad del 0.993 (TATCaaa). El promotor del gen amtC, también tiene 2 sitios Nit-2  el 
primero en la posición -24 a -30 y una probabilidad del 1.000 (TATCtac) y el segundo en la 
posición -520 a -526 y una probabilidad de 0.993 (TATCaat). Tras comprobar que los 
promotores de ambos genes tienen sitios Nit-2, hemos analizado el patrón de expresión 
temporal de estos dos genes mediante RT-PCR semicuantitativa en padA- a 27ºC. 
 El patrón de expresión de estos genes se ha estudiado a 22ºC (Follstaedt et al., 2003) y 
ambos genes se expresan tanto en crecimiento como en desarrollo. A 27ºC, el patrón de 
expresión de ambos genes en AX2 se muestra en la Figura 28, ambos genes se expresan 
durante el crecimiento vegetativo donde presentan un pico de expresión y la expresión de 
ambos decae según avanza el desarrollo (Figura 28). Cuando estudiamos el patrón de 
expresión de estos genes en padA- a 27ºC, comprobamos que el patrón de expresión de ambos 
genes (amtA y amtC) está desreprimido durante el desarrollo (Figura 28). En padA-, los 
niveles de expresión de ambos genes durante el crecimiento vegetativo son más bajos que en 
el tipo silvestre (Figura 28 A y B). En cambio, su expresión parece aumentar durante el 
desarrollo de padA- en vez de disminuir, que es lo que ocurre en el tipo silvestre, AX2. Estos 
resultados sugieren que ambos genes pueden estar regulados por uno o varios factores GATA 
Resultados 
  106 
que pueden estar controlados directa o indirectamente por PadA. La desrepresión en estos 
genes, podría explicar la hipersensibilidad al amonio extracelular que presenta padA- durante 




Figura 28.- Análisis mediante RT-PCR de la expresión de los genes amtC y amtA en AX2 y padA-. El 
ARN total se extrajo en diferentes momentos del desarrollo de AX2 y padA- a 27ºC. La leyenda se 
corresponde a: crecimiento vegetativo (v); agregación (a); “mound” (m); “slug”(s); culminantes 
tempranos (ec) y “slugs” tardíos (ls) Como control interno se analizó la expresión del gen Ig7 en cada 
uno de las muestras.  
 
 Para completar el estudio de la desrepresión de los genes amtA y amtC hemos 
analizado mediante hibridación in situ el patrón de expresión espacial de ambos genes. El 
patrón de expresión espacial descrito para el gen amtC en AX3 es preespora, aunque durante 
la fase de “slug” aparece expresión del gen en la región pretallo anterior (Follhsted et al., 
2001). En cambio, el patrón de expresión espacial del gen amtA según los datos publicados 
(Follhsted et al., 2001) es preespora durante las fases iniciales de desarrollo y pretallo durante 
la culminación. Para nuestro estudio del patrón de expresión temporal de los genes amtC y 
amtA, hemos utilizado las sondas prestadas por el laboratorio del Dr. C. Singleton. La 
hibridación in situ con la ribosonda antisense del gen amtC sobre AX2 a 27ºC, nos permite 
observar un patrón de expresión mayoritario en la región preespora durante todo el desarrollo 
y una expresión localizada en la región pretallo anterior durante la fase de “slug” (Figura 29). 
Cuando estudiamos el patrón de expresión espacial del gen amtA en AX2 a 27ºC, 
descubrimos que, a diferencia con los datos publicados, el patrón de expresión espacial de 
este gen era claramente preespora durante todo el desarrollo (Figura 29). Al comunicar 
nuestros resultados al grupo del Dr Singleton, estos volvieron a comprobar el patrón de 
expresión espacial de amtA en AX3 y corroboraron nuestros resultados que indican que el 
patrón de expresión del gen amtA es preespora. Cuando analizamos el patrón de expresión 
espacial de ambos genes en padA- a 27ºC no encontramos diferencias significativas en cuanto 
al patrón de expresión espacial de ambos genes en la región prespora, aunque sí observamos 
        v               a            m              s            ec                   v              a            m           s               ls
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diferencias en cuanto a la intensidad de la expresión de ambos genes  (Figura 29). Mientras 
que en AX2 la intensidad de la expresión de estos genes disminuye según avanza el 
desarrollo, los niveles de expresión en el mutante padA- son muy altos durante todo el 
desarrollo, lo cual refuerza la hipótesis de que ambos genes se encuentren desregulados en 
padA-. 
 
Figura 29.- Patrón de expresión espacial de los genes amtC (A) y amtA (B) en AX2 y padA- a 27ºC. 
Estructuras de diferentes fases de desarrollo se utilizaron para el estudio. Las fotografías se realizaron 
con una Lupa Leica a 60X. 
 
 Además de estos genes, hemos estudiado el patrón de expresión de otro gen 
relacionado con el metabolismo del amonio que codifica una enzima muy activa en los 
procesos de degradación de aminoácidos. La enzima glutamato deshidrogenasa dependiente 
de NAD+ (DDB0233691) cataliza la conversión de glutámico a α-cetoglutarato, liberando 
NH4+ en la reacción. El patrón de expresión espacial del gen, es pretallo y la expresión se 
localiza en la región pstO en los culminantes tempranos y en la región superior de la bolsa de 
esporas, en los culminantes tardíos (www.dictybase.org). Como la enzima parece expresarse 
específicamente en la región pstO y nuestro mutante no parece afectado en la formación de 
esta región, decidimos analizar el patrón de expresión de la enzima mediante RT-PCR en 
AX2 y en padA- a la temperatura restrictiva, 27ºC. El patrón de expresión de la enzima está 
claramente desregulado durante el desarrollo de padA- a 27ºC. Como se observa en la Figura 
30, el gen de la glutamato deshidrogenasa se expresa en el crecimiento vegetativo y la 
expresión disminuye durante el desarrollo.  
 
 
             amtC in situ
AX2
padA-
   A                                            B
C                                         D                                 E
A
B                                amtA in situ 
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 En el mutante padA-, los niveles de expresión del gen de la glutamato deshidrogenasa 
se mantienen elevados durante todo el desarrollo. Este resultado sugiere una desrepresión de 
los mecanismos implicados en el metabolismo de amonio, que podría ser el origen de los 
fallos descritos en diferenciación y desarrollo.  
 
 
Figura 30.- Análisis mediante RT-PCR de la expresión del gen DDB0233691en AX2 y padA- a 27ºC. 
El ARN total se extrajo en diferentes momentos del desarrollo y la leyenda se corresponde con 
crecimiento vegetativo (v); agregación (a); “mound” (m); “slug” (s); culminantes tempranos (ec); 
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Discusión 
La identificación del gen padA, así como su caracterización molecular y la descripción 
del fenotipo del mutante termosensible padA-, aportan nuevas claves sobre los mecanismos de 
regulación que controlan la diferenciación celular y el desarrollo en Dictyostelium 
discoideum.  
El gen padA es esencial para el crecimiento y desarrollo de D. discoideum. El alelo 
mutante padA-, recapitulado en el tipo silvestre, presenta una inserción del casete de 
resistencia a blasticidina, en la posición +828 del gen padA y codifica una proteína truncada 
en la región C-terminal, PadAD276. Nuestros resultados demuestran que la expresión de esta 
proteína, a la que tan sólo le faltan 25 de 301 aminoácidos, no tiene ningún efecto sobre el 
fenotipo de AX2, por lo que la termosensibilidad del mutante padA-, se debe a que la proteína 
mutante PadAD276, conserva cierta actividad residual a la temperatura óptima de crecimiento 
y desarrollo, 22ºC y no es activa a la temperatura restrictiva, 27ºC. Estos resultados también 
nos permite descartar que el mutante padA- portara un alelo dominante negativo. 
Está descrito que Dictyostelium es capaz de crecer y completar su ciclo de desarrollo 
normalmente hasta 30ºC (Saito et al., 2005). En este trabajo se documenta por primera vez, el 
desarrollo de la cepa silvestre AX2 a 27ºC, mostrando que tanto la morfogénesis como la 
regulación espacial y temporal de genes específicos del desarrollo son idénticos a 22ºC y 
27ºC.  
El fenotipo del mutante padA- es pleiotrópico y, a la temperatura óptima de 
crecimiento, 22ºC, el mutante presenta un retraso tanto en el crecimiento vegetativo como 
durante el desarrollo. Las amebas mutantes, crecen más lentamente (16 horas versus 10 horas) 
y el retraso en desarrollo se manifiesta desde la agregación, donde un gran número de amebas 
permanecen insensibles a la señalización por AMPc y no forman agregados. Es posible que el 
retraso en la agregación de las amebas se deba al defecto que padA- presenta durante el 
crecimiento vegetativo, ya que en esta fase, se acumulan una gran cantidad de factores que 
van a ser necesarios durante las primeras horas de desarrollo (Maeda, 2005). Las amebas que 
inician el desarrollo, alcanzan la fase de “slug” en torno a las 24 horas y permanecen en este 
estadio durante 6 o 8 horas, antes de iniciar la culminación. En comparación con AX2, se 
forman menos cuerpos fructíferos y estos son de menor tamaño. La formación de esporas 
maduras en padA- es de tan solo un 20%, lo cual sugiere un defecto en los mecanismos que 
controlan la maduración de este tipo celular.  
Discusión 
  112 
A la temperatura restrictiva, 27ºC, el fenotipo del mutante padA- es tan severo que las 
amebas mutantes son incapaces de crecer. Las amebas mutantes que crecen a 22ºC pero se 
desarrollan a 27ºC, presentan una fase de agregación que se prolonga durante 24 horas y los 
pocos agregados que se forman, alcanzan la fase de “slug” después de 36 horas de desarrollo. 
Los “slugs” mutantes permanecen bloqueados en esta fase de desarrollo durante varias horas 
y pasadas 40 horas de desarrollo, algunos “slugs” tratan de culminar. Los mecanismos que 
controlan la culminación, no deben estar funcionando correctamente en padA-, ya que los 
“slugs” son incapaces de culminar, y forman unas estructuras aberrantes que aunque 
mantienen la verticalidad y recuerdan a un cuerpo fructífero, carecen de células tallo y esporas 
correctamente diferenciadas.  
El patrón de expresión, concuerda con el fenotipo mutante descrito, ya que padA se 
expresa durante el crecimiento vegetativo y su expresión está regulada durante el desarrollo. . 
 
El mutante padA-, fue originalmente aislado por su incapacidad para inducir el gen 
pretallo ecmB, en respuesta al morfógeno DIF-1, principal inductor de la diferenciación a 
células tallo, en un ensayo de diferenciación in vitro (Sarafimidis, 2003). El análisis del 
patrón de expresión espacial y temporal de los genes pretallo ecmA y ecmB, nos ha permitido 
comprobar que la regulación transcripcional de ambos genes, está alterada en el mutante 
padA-. Tanto el análisis de la expresión in situ como los análisis de northern blot (Figuras 8, y 
10), muestran que la expresión del gen ecmA en el mutante padA- a 27ºC, es menor que en 
AX2 y únicamente se detecta correctamente durante la fase de “mound”. La expresión de este 
gen no incrementa a medida que avanza el desarrollo, como ocurre en el tipo silvestre. 
Durante la fase de “slug”, la expresión del gen ecmA se debería localizar en toda la región 
pretallo pstAO y en las ALCs (Jermyn y Williams, 1991), en cambio, se detecta débilmente 
en los “slugs” mutantes y está ausente en la región pretallo pstAO, a 27ºC (Figura 8).  
El análisis de la expresión de las fusiones del promotor del gen ecmA, ecmA:lacZ y 
ecmO:lacZ, que dirigen la expresión en la región pretallo pstA y pstO, respectivamente (Early 
et al, 1983), nos permitió comprobar que a 27ºC, la construcción ecmO:lacZ, se expresa 
correctamente en la región pstO de los “slugs” mutantes (Figura 6). Como la proteína 
reportera que hemos empleado en estas construcciones es muy estable, la hipótesis más 
sencilla para explicar estos resultados, es que el destino de las células que van a formar las 
diferentes regiones pretallo, está perfectamente definido desde la fase de “mound”, por lo 
tanto, las células pretallo que expresan el gen ecmA en los “mounds” del mutante padA- a 
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27ºC, son aquéllas que más tarde formarán parte de la región pstO, mientras que las células 
pretallo que formarán la región pstA, o parte de ella, ya están ausentes en el “mound”, por lo 
que el mutante padA- es incapaz de formar correctamente la región pstA a esta temperatura. 
Como es de esperar, los desarrollos realizados en quimeras con el mutante padA- y un 5 % de 
amebas silvestres que expresan la proteína GFP (Figura 19), muestran cómo, en los “slugs” 
formados a 27ºC, la fluorescencia verde de las células AX2 se acumula exclusivamente en la 
región pstA. 
 Estos resultados ponen de manifiesto que la función de PadA es necesaria para la 
expresión del gen ecmA en las células pretallo de la región pstA y debe estar implicado en la 
correcta especificación de alguna o algunas subpoblaciones de células tallo de la región pstA. 
La incapacidad para especificar la región pstA que presenta el mutante padA-, no afecta a 
todos los genes que se expresan en esta región así tanto el gen carB (Figura 11) como el factor 
de transcripción CudA (Figura 12), se expresan correctamente en el mutante padA- a 27ºC. 
CudA es necesario para la expresión de otros genes pretallo implicados en la formación del 
cono de culminación por el cual migrarán las células pretallo pstA, que formarán el tallo y el 
disco basal (Yamada, 2007). Nuestros resultados plantean la hipótesis de que debe existir otro 
mecanismo que controle el inicio de la culminación, ya que aunque CudA se expresa 
correctamente en el mutante padA-, la culminación permanece bloqueada y no se forma el 
cono de culminación por el cual migrarán las células pstA para formar el tallo.  
Se han publicado datos que apoyan que la región pstA es heterogénea. El gen carB no 
se expresa en todas las células de la región pstA que expresan el gen ecmA (Saxe et al, 1993) 
y otros genes que se expresan específicamente en la región pstA, no presentan patrones 
espaciales idénticos (Yamada et al, 2005). La zona más anterior de la región pstA, el “tip”, ya 
ha sido definida como una subpoblación de células tallo independiente que expresa el factor 
de transcripción CudA  y que controla la decisión entre migrar y culminar (Williams, 2006).  
 
Originalmente, el mutante padA- fue aislado por su incapacidad para inducir la 
expresión del gen pretallo ecmB, en respuesta al morfógeno DIF-1 (Sarafimidis, 2003). Los 
resultados obtenidos en este trabajo, demuestran que la expresión de este gen, está 
dramáticamente alterada en el mutante padA-, a 27ºC. En AX2, el gen ecmB se expresa en 
algunas células pretallo que se localizan en el centro de la región pstAO. Estas células pretallo 
reprimen la expresión del gen ecmA y comienzan a expresar el gen ecmB. Estas células 
pretallo formarán la subpoblación pstAB (Figura 9). La diferenciación de esta subpoblación 
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es necesaria para que se forme el cono de culminación, a través del cual migrarán las células 
pstA para formar el tallo (Jermyn y Williams, 1996). La expresión espacial y temporal del gen 
ecmB, en el mutante padA- a 27ºC, se detecta correctamente en la fase de “mound”, incluso la 
expresión del gen en esta fase es mayor que en AX2 (figura 9). Sin embargo, durante la fase 
de “slug”, la expresión del gen ecmB no se incrementa (figura 10) y no se localiza 
específicamente en la parte central de la región pretallo pstAO, es decir, en la región pstAB, 
sino que aparece distribuida aleatoriamente por todo el “slug”, concentrándose en la región 
preespora (figura 9). Cuando analizamos la expresión de marcador  ecmB:lacZ (Figura 7), 
observamos que la expresión del marcador in vivo está reprimida y a 27ºC, apenas hay 
expresión del marcador. Estos resultados sugieren que el mutante padA- presenta una 
alteración en los mecanismos que controlan la expresión del gen ecmB, que podrían estar 
relacionados con la incapacidad para expresar correctamente el gen ecmA. 
El análisis conjunto de estos resultados, nos permite concluir que la expresión 
temprana de los genes pretallo ecmA y ecmB está poco alterada en el mutante padA- a 27ºC, 
sin embargo, no hay inducción de la expresión de ambos genes durante la fase de slug.. Una 
hipótesis interesante para explicar el defecto en la expresión del gen ecmA en la región pstA y 
la posterior falta de expresión del gen ecmB en la región pstAB, es que PadA esté implicado 
en la definición de una nueva subpoblación de células tallo dentro de la región pstA que sería 
responsable de formar la región pstAB y que además sería indispensable para la culminación. 
Esta nueva subpoblación de células tallo es totalmente independiente de la región del “tip”, y 
estaría definida desde las primeras etapas de desarrollo. 
El fenotipo que presenta el mutante padA- en diferenciación celular, sugiere un defecto 
en los mecanismos que controlan la respuesta a DIF-1, ya que este morfógeno es el principal 
inductor de la expresión de los genes pretallo ecmA y ecmB (Berks y Kay, 1990). El defecto 
en los mecanismos de inducción de la expresión génica mediados por DIF-1, también se 
manifiesta en otros marcadores de células pretallo, como por ejemplo, el marcador  
4x22mer:lacZ, que indirectamente nos permite analizar la inducción del gen ecmA en 
respuesta a DIF-1. A 27ºC, el marcador se expresa en todas las células pretallo de AX2, en 
cambio, el marcador se expresa pobremente en el mutante padA- y además está desreprimido 
tanto in vivo ya que hay expresión en la región preespora del “slug”, como in vitro, donde la 
inducción del marcador en presencia de DIF-1 es de tan sólo de un 60% (Figura 16). En 
ausencia de DIF-1, tanto la inducción del marcador 4x22mer:lacZ como la expresión del gen 
ecmA, son más elevadas en padA- que en el tipo silvestre y además, son hiperinducibles a 
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bajas concentraciones de DIF-1 (10 nM) mientras que los niveles de inducción en presencia 
de 100 nM DIF-1 son inferiores a los del tipo silvestre.. Estos resultados apoyan un defecto en 
los mecanismos que controlan la respuesta a DIF-1, pero no nos permiten atribuir un papel 
específico a PadA en este proceso. 
 
El resultado de la modelización teórica de PadA sobre la estructura resuelta de NmrA 
(Stammers et al., 2001), nos ha permitido desmostrar que PadA, es un miembro de la 
superfamilia estructural de proteínas NAD/P- Rossman fold  y pertenece dentro de este grupo 
a la familia de las hidrógeno reductasas dependientes de tirosina o “SDR proteins” (Jornvall et 
al., 1995). La superposición de ambas estructuras (Figura 25) nos ha permitido comprobar 
que los residuos esenciales de los principales dominios funcionales, están conservados en 
PadA. Los datos genéticos y estructurales acumulados sobre las proteínas Nmr-1 y NmrA 
(Andrianopoulous et al., 19978; Lamb et al., 2004; Young y Marzluf, 1991) nos han 
permitido diseñar mutaciones puntuales en PadA que anulan la actividad de los dominios 
funcionales sin alterar, teóricamente, la conformación estructural de la proteína. La expresión 
de las proteínas PadA mutadas, no complementan el fenotipo mutante padA-, lo cual 
demuestra la importancia de los residuos que hemos alterado, implicados en la unión con el 
dinucleótido y en la interacción con factores GATA. Por lo tanto, la falta de función de las 
proteínas PadA mutantes nos permite concluir que PadA es un homólogo de NmrA, a pesar de 
la baja identidad a nivel de secuencia de aminoácidos que presentan ambas proteínas.  
Como ya se ha comentado en la introducción, NmrA (A. nidulans), y también Nmr-1 
(N. crassa), actúan como reguladores negativos de la transcripción en la represión mediada 
por metabolito de amonio (Andrianopoulos et al., 1998; Fu et al., 1988) ya que son capaces 
de interaccionar e interferir con la función de los factores de transcripción GATA, AreA y 
Nit-2 (Kudla et al., 1990; Young y Marzluf, 1990) responsables de la expresión de genes 
necesarios para la utilización de numerosas fuentes de nitrógeno. La interacción con los 
factores de transcripción es dependiente de la integridad del dominio de unión al dinucleótido, 
que, en el caso de NmrA, es NAD (Stammers et al, 2001). Además NmrA es capaz de 
discriminar entre formas oxidadas y reducidas del cofactor por las cuales presentan diferente 
afinidad (Lamb et al, 2004).  
En Dictyostelium, el amonio es una de las moléculas clave en el crecimiento y durante 
el ciclo de vida. La ausencia de amonio es la señal que desencadena el desarrollo y, durante 
todo el proceso morfogenético, la principal fuente de energía se obtiene de la degradación de 
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proteínas y ARN (Gross, 1994). Durante el catabolismo de proteínas, se generan grandes 
cantidades de amonio que tienen que ser expulsadas para que el desarrollo progrese. 
Concentraciones elevadas de amonio interfieren con la activación de la PKA mediada 
por AMPc, y bloquean la maduración de las células tallo y de las esporas (Williams, 1985). 
La decisión ente migrar y culminar también está controlada por la concentración de amonio 
intracelular (Gross, 1995). El mutante padA- es hipersensible a la adición de amonio 
extracelular, ya que concentraciones de amonio que no tienen ningún efecto sobre el tipo 
silvestre, bloquean el desarrollo del mutante padA- (Figura 4).  
La hipersensibilidad al amonio extracelular y la predicción de que la proteína PadA 
podría estar implicada en la regulación de uno o varios factores GATA, durante el ciclo de 
vida de D. discoideum, nos llevó a buscar genes relacionados con el metabolismo del amonio 
que fuesen activos durante el desarrollo y con secuencias putativas de reconocimiento por 
factores GATA en sus promotores (en concreto, sitios nit-2). Dos genes que cumplen estas 
características, son el gen amtA y el gen amtC. Estos genes codifican transportadores de 
amonio implicados en la decisión de culminar (Kristen et al., 2005; Singleton et al., 2006). El 
patrón de expresión de ambos genes, está desregulado en el mutante padA- a 27ºC (Figuras 28 
y 29), lo que apoya nuestra hipótesis de que PadA controla, quizá mediante la interacción con 
algún factor GATA, la correcta regulación de ambos genes. Tanto la regulación 
transcripcional como la función de ambos transportadores de amonio no está bien definida, 
por lo que no es posible proponer cual es la señal capaz de activar PadA,  seguramente 
mediante la interacción con el cofactor, NAD/P(H+). Una atractiva hipótesis es que su 
activación esté modulada por los cambios en el pH o en la concentración de Ca++, que ocurren 
en los compartimentos intracelulares, y que se producen como consecuencia de variaciones en 
la concentración de amonio intracelular o extracelular.  
 
El mutante padA-, incapaz de percibir los cambios y/o de ejecutar correctamente las 
interacciones con el factor (o factores) GATA, también presenta alteraciones en la respuesta a 
DIF-1. Estos resultados reflejan el complejo mecanismo de regulación que controla la 
culminación en el que el amonio juega un papel fundamental y donde las rutas de señalización 
de DIF-1 y AMPc controlan la diferenciación de las células tallo y las esporas. 
Como ya se ha mencionado anteriormente, en la base de datos del genoma de                 
D. discoideum hay 21 proteínas que tienen un dominio de unión a ADN tipo GATA. Una de 
estas proteínas, codificada por el gen stkA, está implicada en la regulación de genes 
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específicos de células tallo y de esporas (Chang et al., 1996; Loughran et al., 2000). Los 
genes ecmA y ecmB están desreprimidos en el mutante stkA-, mientras que no hay 
acumulación de genes preespora tardíos, como spiA, y las células preespora se diferencian a 
células tallo (Chang et al., 1996). El factor de transcripción StkA, puede funcionar como 
activador, como represor o como ambos, dependiendo del tipo celular en el que se esté 
expresando y podría estar regulado por PadA en algún punto del ciclo de desarrollo. El 
mutante padA- no presenta un fenotipo especular al del mutante stkA-, ya que ambos 
comparten deficiencias en la formación de esporas, sin embargo, el patrón de expresión de los 
genes ecmA y ecmB es opuesto en ambos mutantes, lo que nos permite proponer que PadA 
modula la función de StkA. El factor de transcripción StkA actúa como un represor 
transcripcional de los genes ecmA y ecmB durante el desarrollo o, al menos, durante la fase de 
“slug”. PadA, podría estar activo en las células pretallo e impedir la represión de los genes 
pretallo ecmA y ecmB mediada por StkA, en una población específica de células. 
Por otra parte, la desrepresión del marcador 4x22mer:lacZ y del gen ecmB en la región 
preespora (Figuras 9 y 17) así como la desrepresión de los genes amtA, amtC y DDB0233691, 
durante el desarrollo, sugiere nuevas funciones de StkA o la posible interacción de PadA con 
otros factores GATA. La identificación de la señal que activa la interacción con el cofactor así 
como la búsqueda de interacciones con factores GATA u otras proteínas y la determinación 
del tipo o subtipo celular concreto en  el que esto ocurre, aportará nuevas claves para entender 
la regulación de la diferenciación celular en D. discoideum. 
Otras proteínas que presentan un dominio “Rossman-fold” y que han adquirido 
funciones reguladoras, son la proteína CSP41 presente en los cloroplastos de las células 
vegetales y en la que el dominio de interacción con cofactores se ha especializado en la unión 
de la región 3´-UTR de la proteína PetD, implicada en la estabilidad de mRNA (Yang y Stern, 
1997). Otro ejemplo es la proteína TIP30, presente en los huéspedes del virus VIH y necesaria 
para la activación de la maquinaria de transcripción vírica. Esta proteína presenta un dominio 
de interacción con NADH y además tiene capacidad de autofosforilarse in vitro, lo cual 
sugiere una posible adaptación como quinasa (Xiao et al., 2000).  
En eucariotas superiores también existen homólogos de las proteínas NmrA y, recientemente, 
se ha resuelto la estructura del primero de ellos, HSCARG. Esta proteína tiene un dominio de 
interacción con cofactores que une NADP (Zheng et al., 2007) en respuesta a cambios en el  
potencial redox de las células y está implicada en la biosíntesis y posiblemente en la 
señalización del óxido nitrico (Zheng et al., 2007).   
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Los resultados presentados en esta tesis doctoral abren un nuevo camino hacia el 
entendimiento de la diferenciación celular y el desarrollo en Dictyostelium, en el que 
proteínas del tipo NmrA, capaces de interferir con factores de transcripción en respuesta a 
cambios metabólicos, intervienen en los mecanismos que controlan la expresión génica de los 
genes específicos de los distintos tipos celulares. 
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Conclusiones 
 
1.  El gen padA, codifica una nueva proteína implicada tanto en el crecimiento vegetativo 
como en el desarrollo de Dictyostelium discoideum. 
 
2. El mutante padA- es termosensible y presenta un fenotipo pleiotrópico. El crecimiento 
vegetativo, la diferenciación celular y la culminación, están retrasados a la temperatura 
óptima de crecimiento, 22ºC y bloqueados a la temperatura restrictiva, 27ºC. 
 
3. La mutación padA-, es autónoma celular ya que la mezcla con amebas silvestres no 
rescata el fenotipo mutante. 
 
4. La proteína PadA, es necesaria para la correcta expresión de los genes pretallo ecmA y 
ecmB en el “slug” y, por lo tanto, está implicada en la diferenciación de las 
subpoblaciones de células tallo, pstA y pstAB.  
 
5. En ensayos de diferenciación celular in vitro, PadA es necesaria para la correcta 
diferenciación de células tallo y esporas. 
 
6. La proteína PadA está implicada en la regulación de genes responsables del transporte 
y el metabolismo de amonio, que aparecen desreprimidos en el mutante padA- durante 
la diferenciación celular y el desarrollo. 
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